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Das Vorkommen von labilem Phosphor im Fischmuskel. 


Von 


Joseph C. Kernot und Nita Elise Speer. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Battersea-Polytechnikums London 8.W. 11.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. November 1932.) 


Nach Hunter’) enthalten die Skelettmuskeln der Fische mehr Kreatin 
als die der Siiugetiere. Man kénnte deshalb gré8ere Mengen siureléslichen 
labilen Phosphors erwarten, sofern das Kreatin des Fischmuskels, wenn 
auch nicht vollstindig, so doch zum gréBten Teil, in der Form von Phos- 
phorkreatin oder Phosphagen vorlige. 

Irving und Wells’) kamen bei der Untersuchung von 5 Arten SiiB- 
wasser- und 2 Arten Salzwasserfischen zu dem SchluB, daB Phosphagen 
sich im Fischmuskel nicht nachweisen 1é8t und da8 in dieser Hinsicht ein 
Unterschied mit anderen Vertebraten besteht. Die verwendeten Fischsorten 
variierten weitgehend in Lebensgewohnheiten und Struktur. 

Eggleton und Eggleton’) berichten iiber relativ kleine Phosphagen- 
mengen bei 2 von 5 untersuchten Fischen. White‘) fand kiirzlich Phos- 
phagen in 2 Arten von Dorsch. In einem Fall war die Menge duBerst 
gering, wihrend im anderen Fall 14 mg labilen Phosphors pro 100 g Musku- 
latur bestimmt wurden. Der gleiche Untersucher stellte fest, daB Phosphagen 
immer im Schwanzmuskel des Haies vorhanden ‘st. 

Die wenigen bisher vorliegenden Ergebnisse widersprechen 
sich, und das mag mancherlei Ursachen haben. Um zu vergleich- 
baren Resultaten zu gelangen, miiBte unter méglichst denselben 
Bedingungen gearbeitet werden. Nach verschiedenen Methoden 
gefangene Tiere verhalten sich ganz verschieden. Bei geangelten 
Fischen tritt die Todesstarre sehr langsam ein, wihrend bei solchen, 
die mit dem Schleppnetz gefangen werden, das Maximum der 
Starre sehr rasch erreicht wird [Leim, McLeod und Simpson®5)}, 
Weiterhin miissen die Tiere entweder bis zur Verarbeitung lingere 
Zeit in Gefangenschaft gehalten oder sofort zerlegt werden. Im 
ersten Fall wird der Fisch lingere Zeit hungern und dadurch 
vielleicht Verinderungen erleiden; im andern Fall, wenn die Még- 
lichkeit zur Untersuchung nicht sofort gegeben ist, miissen die 
Muskeln in gefrorenem Zustande aufbewahrt werden, und das 
kann die Resultate insofern beeinflussen, als bekannt ist, dab 
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Phosphagen beim Gefrieren gespalten wird. Es laBt sich dann 
nicht beweisen, daB der labile Phosphor urspriinglich in der 
P-Kreatin-Verbindung vorliegt. Vielleicht ist eine resistentere 
Verbindung durch die verschiedenen EKingriffe schon bis zu ge- 
wissem Grade in ihre Komponenten gespalten worden. 


Nach Whites‘) Arbeiten scheinen °/,, des Kreatins im Fisch- 
muskel in freiem Zustande und eine groBe Menge des Phosphors 
in anorganischer Bindung vorzuliegen. Das wiirde nicht der Ver- 
mutung widersprechen, daB das Kreatin in einer sehr labilen, 
bisher unbekannten Form vorhanden ist. Die sich widersprechenden 
Beobachtungen friherer Forscher sind wichtig genug, um syste- 
matische Untersuchungen iiber die Phosphorverteilung im Fisch- 
muskel zu rechtfertigen. Fiir diesen Zweck war es notwendig, 
eine Methode zu finden, bei welcher der labile P des Muskels 
wihrend der notwendigen Vorarbeiten erhalten und ein Gefrieren 
des Gewebes vermieden wurde. Die Methode soll im zweiten Teil 
dieser Arbeit niher beschrieben werden; der erste Teil enthilt 
die Resultate im Vergleich mit den Arbeiten von Fiske und 
Subbarow.°) 


Zu allen Versuchen dieser Arbeit wurden SiiBwasserfische verwendet, 
weil sie leichter zugiinglich waren und leichter unter passenden Bedingungen 
lebend erhalten werden konnten. Es wurden 6 Arten ausgewihlt, weitgehend 
verschieden in Struktur und Lebensgewohnheiten. Wir erhielten sie von einer 
Fischfarm, wo sie mit kleinen Handnetzen gefangen, in einem eigens kon- 
struierten Gefi8 zur Untersuchungsstelle transportiert und dort noch nach 
der Ankunft 24 Stunden zur Erholung lebend gehalten wurden. Die Fische 
wurden dann durch Kopfschlag getétet und schnellstens zerlegt. Ein Liings- 
schnitt wurde in der Riickenlinie vom hinteren Ende des Operculums zur 
Schwanzspitze ausgefiihrt, die Haut schnell entfernt und das Muskelgewebe 
beiderseits der Wirbelsiule rasch abgelést. Das Fleisch wurde in 2 Partien 
getrennt, ein Teil enthielt die Muskeln vom Operculum bis zum After, der 
andere die hinter dem After. 


Experimentelles. 


I. Extraktion mit Trichloressigsiure. Etwa 3 g Muskulatur von 
jedem Fisch wurden sofort nach dem Zerlegen fiir 5 Minuten in fliissige 
Luft geworfen, dann schnell auf Milligramme genau gewogen, in einen 
kalten Porzellanmérser getan und mit dem 5 fachen ihres Gewichts an eis- 
kalter 5°/,iger Trichloressigsiure zerrieben. 


Die Extrakte wurden rasch durch Papierfilter filtriert, gleiche Teile 
des Filtrats in Zentrifugengliser pipettiert und mit 40°/,iger Natronlauge 
gegen Phenolphthalein neutralisiert. AnschlieBend folgte die weitere Ver- 
arbeitung nach der Fillungsmethode von Fiske und Subbarow.’) Es 
erwies sich als notwendig, stets das Calciumphosphat durch Filtration zu 
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entfernen. Selbst nach langem Zentrifugieren bei 4000 Umdrehungen pro 
Minute war die Sedimentierung unvollstindig und die Resultate von 2 Proben 
des gleichen Extraktes stimmten oft nicht iiberein. 

Fiir die Berechnung der Resultate wurde die von White‘) vor- 
geschlagene Formel benutzt. Der Wassergehalt des Gewebes wird zweck- 
dienlich mit 75°/, eingesetzt. 


25SR(4V + 3 w) 


mg P pro 100 g Muskel = oe 





S = Konzentration des P in der Standardlésung 
R = Colorimeterwert der Standardlésung (20 mm)*) 
R’ = Colorimeterwert der Versuchslésung 
V = Menge der fiir die Extraktion angewandten Trichloressigsiure 
v = Menge des angewandten Filtrats 
w = Gewicht der angewandten Muskeln. 
in Tab. I sind die Werte von 4 der 6 untersuchten Fisch- 
arten zusammengestellt. In jedem Fall benutzten wir drei gut 
entwickelte Exemplare ohne Riicksicht auf das Geschlecht. Die 
Zahlen zeigen zweifelsfrei, daB labiler P im Fischmuskel vor- 
handen ist. Aber die Resultate sind sehr ungleichmifig und 
unterscheiden sich in dieser Hinsicht nicht von denen Whites, 
der Mengen zwischen 6 und 37 mg labilem P pro 100 ¢ Muskel 
im Schwanzmuskel des Haies fand. 


Tabelle I. 
mg P pro 100 g Muskulatur. 














Kopfmuskulatur | Schwanzmuskulatur 

i ae Pt s 3 
Forelle (Salmo Fario) ...... 8 | 25 | 14 aa ane. 
Goldorfe (Leuciseus Orfe).... 8 | 18 17 il is | 19 
Barsch (Perea Fluvialis)..... 16 | 12 | 28 11 16 14 
Schleie (Tinca Vulgaris)... .. oe | 88 | 17 24 27 | 11 


Solche groBen Differenzen lassen sich nicht nur durch natiirliche Ursachen, 
wie z. B. starke Muskelbeanspruchung usw., erkliiren; sie mégen in beachtens- 
wertem AusmafBe eine Folge des Zerfalls der P-Verbindungen — herbei- 
gefiihrt durch das Gefrieren oder Zerreiben des Gewebes — sein. Daf 
Verletzungen den Zerfall des Phosphagens verursachen kénnen, hat Ferd- 
mann’) nachgewiesen. Verletzungen zu vermeiden, ist fast unméglich, da 
die Muskeln nur bei griindlicher Zerkleinerung vollstindig extrahiert werden 
kénnen. 


*) Die Standardlésung war folgendermaBen hergestellt: 0,3509 g Mono- 
kaliumphosphat in Wasser gelést, 10 ccm 10n-H,SO, zugefiigt und auf 
1000 cem aufgefiillt. 1 ccm dieser Lésung entspricht dann 0,08 mg P (nach 
Fiske und Subbarow). 


1* 
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Meyerhof und Lohmann’) und spiiter Fiske und Subbarow’) 
fanden Phosphagen bei py = 9,0 mehrere Stunden lang stabil. Diese Beob- 
achtungen fiihrten Ferdmann zu der Uberlegung, daB vielleicht das Aus- 
einanderfallen des Phosphagens durch Verreiben des Gewebes in alkalischem 
Medium vermieden werden kénnte. Uns schien dieses Verfahren mit Vor- 
teil beim Studium des organisch gebundenen P im Fischmuskel anwendbar, 
weil, abgesehen von der Verhinderung des Zerfalls wihrend des Verreibens, 
das Gefrieren des Materials ausgeschaltet werden konnte, und weil deshalb 
die Méglichkeit bestand, gewogene Mengen Muskulatur zu sammeln und 
zu verschicken, wenn die Untersuchung nicht an Ort und Stelle ausgefiihrt 
werden konnte. 

In einer Reihe von Vorversuchen wurde die colorimetrische Methode 
benutzt, das anorganische Phosphat P zur Zeit 0 aus der Kurve des Farb- 
zuwachses extrapoliert. Der Colorimeterwert bei maximaler Farbtiefe gibt 
die Summe des labilen P + anorganisches Phosphat P. Die Ergebnisse 
waren unbefriedigend, wahrscheinlich weil die Menge des labil gebundenen P 
sehr gering war; deshalb versuchten wir die von Fiske und Subbarow 
angegebene Fillungsmethode zu verbessern. Im folgenden wurde dann das 
abgeiinderte Verfahren angewandt. 

II. Extraktion mit alkalischer Lésung. 4—5g Muskeln wurden 
rasch gewogen und in 25 ccm eiskalte Natriumboratlésung 
(pj; = 9,16) geworfen. Nach 10—15 Minuten wurden sie zerrieben. 
Die Fliissigkeit wurde filtriert, fiir Doppelbestimmungen 2 mal 
je 10 com des Filtrats abpipettiert, auf 0° abgekiihlt, dann unter 
Schiitteln die gleiche Menge eiskalte 10°/,ige Trichloressigsiiure 
zugesetzt. Nach 1—2 Minuten wurde durch Papier filtriert. Je 
8 ccm des Filtrats wurden in Zentrifugengliser pipettiert und 
sofort mit 40°/,iger NaOH phenolphthaleinneutral gemacht. 

Zu jedem Zentrifugenglas wurde 1 ccm einer 10°/,igen 
Lésung von Calciumchlorid in Calciumhydroxyd zugefiigt, nach 
10 Minuten langem Stehen 5 Minuten zentrifugiert, die iiber- 
stehende Fliissigkeit abgegossen und durch ein quantitatives Filter 
filtriert, der Niederschlag mit Wasser und Calciumchloridlésung 
gewaschen, nochmals zentrifugiert und gewaschen und dann auf 
dem Filter gesammelt. Im Filtrat wurde der labile P bestimmt 
und im Niederschlag — der in Trichloressigsiure gelést war — 
der anorganische P nach der colorimetrischen Methode von Fiske 
und Subbarow. In der folgenden Tabelle sind die Resultate 
wiedergegeben. 

Die Zahlen der Tab. IT sind zweifellos gleichmiBiger als die 
der vorhergehenden Versuche. Sie stimmen darin iiberein, daf 
labiler P immer in Fischmuskeln nachweisbar ist, wenn auch 
bei den verschiedenen Arten in der Menge variierend, so doch 


annihernd konstant bei der gleichen Art. 
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Tabelle IL. 


mg P pro 100 g Muskulatur (labiler P). 


























Kopfmuskulatur Schwanzmuskulatur 

1 | 2 3 ee oe 
Forelle .. . 10 9 9 10 13 | 9 
Goldorfe. . . 8,2 10 12 Si ae 1. 
Barsch ... 13 a 16 15 a 17 
Schleie . . . 2 | 20 22 26 | 20 | 20,4 
Rotfeder. . . 22 22 17 19 — | 16 
Poem te 14 | 16 -— 16 / 15 | — 





Tabelle IL. 
mg P pro 100 g Muskulatur (anorganischer P). 


Forelle ... 70 rT a 1° @ 73 } 69 | 170 
Goldorfe. . . opm) B ee ee ae a. 
Barsch .. . 72 | 3 | 65 69 r ee 1 
Schleie .. . 65 ae 1) 66 | 70 | 69 
Rotfeder. . . 77 | 72 | 72 | 69 
eee 79 ae 72 — | - 








Interessanter sind die Daten der Tab. III fiir anorganischen P. 
Die Werte differieren sehr wenig bei den verschiedenen Arten 
und es ist schwierig zu entscheiden, ob der gréSere Teil des im 
eiweibfreien Filtrat als anorganisches Phosphat vorliegenden Phos- 
phors im lebenden und vollstindig erschlafften Muskel gleichfalls 
an Kreatin oder andere Verbindungen gebunden war. Mdglicher- 
weise ist im Fischmuskel urspriinglich eine gréBere Menge P in 
mineralischer Bindung vorhanden. 

Unsere Ergebnisse fiir anorganischen P stimmen mit den 
von White am Schwanzmuskel des Haies gefundenen gut iiber- 
ein. W. fand 78mg anorganischen P beim minnlichen und 79 mg 
beim weiblichen Tier. Der Wert an Gesamtphosphor (anorga- 
nischer + labiler P), nach Fiske und Subbarow bestimmt, 
schwankte zwischen 80 und 100mg pro 100¢ Muskel. In unseren 
Versuchen waren die Werte bei saurer und alkalischer Reaktion 
von der gleichen GréBenordnung. 

GroBe Unterschiede fanden wir fiir Gesamt-P und _ hydro- 
lysierbaren P, wenn die sauren oder alkalischen Extrakte 24 Stdn. 
bei Zimmertemperatur gestanden hatten. 

Die Werte der Tab. IV sind aus 2 Versuchsreihen gewonnen: 
obwohl die Zwischenzeit nur kurz war, unterscheiden sie sich 
doch insofern, als bei der zweiten Serie (alkalische Extraktion) die 
Zimmertemperatur nahezu 10° hédher war. Fiir vergleichende 
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Tabelle IV. 



































is 
mg P pro 100 g Muskulatur (Gesamt-P). eS x 
- — q 1 
“‘Trichloressig- Vatelanborat- ; 
8! iureextrakt extrakt 
A rer erm een A ¥ ni 
Forelle. ... . 110—104 109 Ss 2g 
Goldorfe .... 107—110 135—185—134 = y 
Barsch. ... . 109—110 131 4 
Schleie: ... . 109—107 130 , | 
Rotfeder .... 112 135 s a 
Plitze 2... . 112 131 . \ 
Versuche wurden Muskeln der gleichen Fischart unter genau | 
denselben Bedingungen bei saurer und alkalischer Extraktion 7 
verarbeitet. In einer dritten Serie wurden zur Beurteilung des 7 " 
labilen, anorganischen und vollkommen hydrolysierbaren Phos- ~~ © 


phors gleiche Teile Muskulatur bei Gegenwart der erforderlichen ‘ 
Menge Molybdatlésung nach Fiske und Subbarow der Hydro- ~—— * 
lyse unterworfen. Die Aufarbeitung der Extrakte erfolgte wie — 
vorher beschrieben. Die Lisungen standen fiir 24 Stunden bei 
Raumtemperatur (18—24°). 


Tabelle V. 



























mg P pro 100 g Muskulatur. ‘ y 
7 richloressig- Natriumborat- 4 
siiureextrakt extrakt P| 
8 EEE a ] 
Labiler P . . feabsdcen ai! 9,5—10,7 12—12 i 
Labiler anorganischer oe 87—85 85—83 4 
Total hydrolysierbarer P . . 109—107 135 A 
Total hydrol. P in Gegenwart von 2 
Molybdiinreagens ........ 112 118 % 
In der Literatur finden sich keine Angaben iiber die Ver- 
teilung von sidurelislichem P im Fischmuskel. GroBe Unter- 
schiede mit anderen Vertebraten werden kaum bestehen. Es ist 
bekannt, daB das P-Kreatin nahezu vollstiindig in seine Kom- 
ponenten zerfillt, wenn ein saurer Extrakt — z. B. vom Gastro- 
cnemius der Ratte (Cori und Cori)!*) — 16—20 Stunden bei 






Zimmertemperatur gehalten wird, wihrend meBbare Mengen 
Hexose-P nicht verloren gehen und nur 2—38 mg Adenyl- oder 
Inosin-P gebildet werden. Unter dieser Voraussetzung sollte der 
vollkommen hydrolysierbare P nicht in dem Mae von dem direkt 
bestimmbaren abweichen, wie es in unseren Versuchen der Fall 
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ist. Fir die im alkalischen Extrakt hydrolysierten Phosphor- 
mengen ist eine Erklirung méglich, wenn wir im Fischmuskel 
das Vorhandensein von Adenosintriphosphat oder anderen P-Ver- 
)indungen annehmen, die gegen Siure widerstandsfahig sind, aber 
nicht gegen Alkali. Diese Vermutung libt sich nach den Er- 
gebnissen fiir Gesamt-P, wo der enteiweiBte Extrakt in Gegen- 
wart von Molybdinreagens hydrolysiert wird, nicht aufrechter- 
halten. Nach den genannten Autoren soll P-Kreatin unter den 
angegebenen Bedingungen in etwa 30 Minuten vollstiindig verseift 
werden. Der Zuwachs von 20—30 mg pro 100g Muskel beim 
Stehen der Extrakte fiir 24 Stunden wiirde demnach auf irgend- 
eine unbekannte P-Verbindung hinweisen, wabrscheinlich in Ver- 
bindung mit Kreatin, die nur sehr langsam durch Siuren hydro- 
lysiert wird. 

Solche Verbindungen kénnen nur identifiziert werden, wenn 
man sie isoliert vor sich hat. Wir hoffen, diese Versuche in 
nichster Zeit ausfiihren zu kénnen. 


Zusammenfassung. 


Das Vorkommen von labilen P-Verbindungen im Muskel- 
gewebe von Teleostiern wird nachgewiesen und ein neues Verfahren 
zu ihrer Bestimmung vorgeschlagen. 

Das Bestehen einer zweiten labilen P-Verbindung, die selbst 
hei Gegenwart von Molybdinreagens nach Fiske und Subbarow 
nur langsam hydrolysiert wird, wird erértert. 
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Die spezifische Wirkung von Lipase. 
III. Die spezifische Wirkung der Leberlipase verschiedener Tiere. 


Von 


Joseph C. Kernot und Henry W. Hills. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Battersea-Polytechnikums London, S.W. 11.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. November 1932.) 


[m Verlaufe der Untersuchungen iiber die Wirksamkeit der Lipase 


aus Karpfenleber') zeigte sich, daf} bei Kinwirkung der Lipase auf 


den d,l-Mandelsiureiithylester der |-Ester, bei Einwirkung auf die 
einzelnen optischen Isomeren der d-Kster in erster Linie verseift 
wird. Die Hydrolyse verliuft hier also umgekehrt wie mit Lipase 
aus Schweineleber. 

Der Karpfen gehirt zur Gruppe der Cyprinoiden, bei denen 
man Arten mit ganz verschiedener Erniihrung findet; einige wenige 
leben nur von Pflanzen, andere sind Omnivoren, die meisten ge- 
héren zu den Carnivoren und vertilgen Wiirmer, Insekten und 
kleinere Fische. Wir gingen bei den vorliegenden Versuchen von 
der Uberlegung aus, da® die abweichenden Wirkungen yon Lipase 
méglicherweise mit der Verschiedenheit der Nahrung zu erkliren 
seien. Aus diesem Grunde untersuchten wir Fische verschiedener 
Species: Karpfen und Plitze als reine Herbivoren, Brassen als 
Omnivoren, Forellen, Barsche und Hechte als Vertreter der Carni- 
voren. Die Extraktionsmethode ist in einer friiheren Arbeit be- 
schrieben worden. Die Ergebnisse sind in Tab. 1 zusammengefaBt. 


Tabelle I. 








Vorzugsweise %, [o}20° 

gespalt. Ester Spaltung a 
II 5 85. g Age gel g l 10,1 — 49,2 
koe J 4,5 — 61,0 
ie nel oa d 8,1 + 41,0 
ae ee d 8,0 +17,7 
ere ae d 7,7 +- 20,0 
Pe ee d 3,5 —— 











Diese Resultate weisen auf cine gewisse Wechselbeziehung 
zwischen Erniihrung und spezifischer Lipasewirkung hin. Bisher 
vorliegende Literaturangaben scheinen das nicht zu _bestiitigen. 
Soweit Untersuchungen an Haustieren ausgefiihrt sind, wirkt hier 
die Leberlipase in allen Fillen vorzugsweise auf den d-Ester der 
Mandelsiiure. Eine Ausnahme bildet nur die Lipase aus Menschen- 
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leber, die, wie Rona und Ammon’) zeigen konnten, in erster 
Linie den 1-Ester spaltet. 

Das Verhalten der Lipase aus Lebern wilder Tiere ist bisher 
noch nicht untersucht worden. Wir hatten Gelegenheit, die Lebern 
einer Anzahl wilder Tiere aus dem Zoologischen Garten Londons 
zu verarbeiten und glauben, daB die Werte von Interesse sind. 
xtraktion und Hydrolyse wurden nach der friiher beschriebenen 
Methode ausgefiihrt. Fir vergleichende Versuche wurden stets 
die gleichen Bedingungen eingehalten. 


Tabelle UU. 











Vorzugsweise a ra]2e° 

gespalt. Ester | Spaltung > 
Antilope (Cephalophus Dorsalis). . d } 16,2 + 22,0 
Meerschweinchen (Cavia Maculata). d 30,1 + 28,8 
Papagei (Ara Ararauna) .... . 0 4,5 0 
Jaguar (Felis Onca) ....... d 16,2 + 20,1 
Tiger (Felis Tigris) ....... d 7,2 + 24,0 
Hyiine (Hyaena Crocuta)... . . d 12,6 +19,3 
Zibetkatze (Viverra Civetta) . . d 16,0 + 7,5 
Emu (Dilomaeus Novae Hollandiae) ] 11,7 —15,9 
Kranich (Balearic Regulorum) . d 5,9 + 50,0 
Iguana (Iguana Tuberculata) 0 5,2 0 
Schildkréte (Testudo Graeca) . d (Fe | +192 
Wasserschlange (Eunectus Murinus) d 16,2 + 5,8 
Meeraal (Conger Vulgaris) ... . 0) 6,3 0 
ee eo ek ee ee d 50,1 +191 
Schaf . d 73,0 + 5,6 
Kaninchen d 34,1 +-10,8 
Schwein d 39,7 a= 











Aus obigen Zahlen lassen sich keine Wechselbeziehungen 
zwischen Ernihrung und Lipasewirkung ableiten. Es scheint die 
vorzugsweise Hydrolyse des l-Mandelsiiureesters bei Kinwirkung der 
Lipase auf das racemische Gemisch mehr eine Ausnahme als die 
Regel zu sein. Ob die Beimengung anderer Substanzen den Verlauf 
der Hydrolyse beeinfluBt, ist schwierig zu sagen, da in einzelnen 
Killen die zur Verfiigung stehende geringe Materialmenge nicht 
gestattete, weitere Versuche auszufiihren. Es ist sehr interessant, 
da — auf gleiches Gewicht berechnet — die Lebern von Haus- 
tieren wirksamere Priparate lieferten, als die von wilden Tieren. 

Zum Schlu8 méchten wir noch Herrn Dr. Hamerton und der 
Direktion des Zoologischen Gartens fiir ihr freundliches Entgegen- 


kommen danken. 
Oommen danken Literatur. 


|. Kernot u. Hilis, Diese Z. 208, 33 (1932). 
2. Rona u. Ammon, Biochem. Z. 181, 49 (1926/27). 
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Uber den Kohlenstoff und Stickstoff 
im Blutfiltrat und Liquor cerebrospinalis. 


Von 


Joan Claudatus, 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Graz.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Dezember 1932.) 


Die vorliegende Mitteilung ist ein Beitrag iiber die Bestimmung 
und den Wert des Restkohlenstoffs im Blute, des Gesamtkohlen- 
stofis, Gesamtstickstoffs und des Reststickstoffs im Liquor cere- 
brospinalis und iiber die Beziehung zwischen Reststickstoff im 


Blute und Liquor. 

Was den Restkohlenstoff des Blutes anlangt, so gehen die 
von verschiedenen Autoren angegebenen Werte etwas auseinander. 
Die Verschiedenheiten erkliren sich zum Teil aus der verschiedenen 
Arbeitsweise, besonders bei der EnteiweiBung. Hinsichtlich der 
Literatur vergleiche St. Mancini!), W. Stepp?), L. Gomez’), 
O. Deutschberger*), J.Roche5), A.Gigon®), F.Kisch.’) Uber 


den Gesamtkohlenstoff im Liquor vgl. Polonowski und Galbrun.*) 


Uber Reststickstoff vgl. vor allem die Zusammenfassung von 
A. Boivin.) | 

Zur Methodik. Blut: Ein Teil defibrinierten Blutes wurde mit 10°/,- 
igem Natriumwolframat und */, n-Schwefelsiiure [O. Folin’ )], ein andrer 
Teil mittels 10°/, iger Phosphorwolframsiure und ?/, n -Schwefelsiure 
(J. Roche, a.a.0O.) enteiweiBt. 15 ccm des Filtrates der ersten EnteiweiBung 
(entsprechend 1,5 ccm Blut) und 10 ccm des Filtrates der zweiten (ent- 
sprechend 1,43 ccm Blut) wurden nach Zusatz von 0,2 g wasserfreiem Natrium- 
sulfat in einer flachen Schale im Yakuum bei Zimmertemperatur abgedunstet. 
Der Riickstand wurde in das Oxydationskélbchen gebracht und zweimal 
mit Natriumsulfat nachgewaschen (J. Roche, a. a. Q.). 

Die Kohlenstoffbestimmung wurde nach den Angaben von H. Lieb 
und H. Krainick") ausgefiihrt u. zw. mit dem einzigen Unterschied, dab 
5 cem Chromschwefelsiiure verwendet wurden. Der Reststickstoff wurde in 
10 cem des Filtrates durch Verbrennung im Mikro-Kjeldahl bestimmt. Dabei 
wurde die EnteiweiBung mit Phosphorwolframsiure vorgenommen und die 
Ammoniakbestimmung mit dem Apparat von Parnas-Wagner durch- 
gefiihrt [vgl. F. Pregl '%)]. 

Liquor: Fir die Bestimmung des Gesamtkohlenstoffs wurden 
2cem des Liquors mit 0,2 g wasserfreiem Natriumsulfat versetzt, im Vakuum 
bei Zimmertemperatur eingedunstet. Weitere Behandlung wie beim Blute. 


wurde gem&éB der Bestimmung des Reststickstoffs im Blute durchgefiihrt. 


des Filtrates der Phosphorwolframsiure-EnteiweiBung bestimmt. (Ent- 
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Der Gesamtstickstoff wurde in 2 ccm Liquor, der Reststickstoff in 10 ccm ‘ 


Res 
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eiweiBung: 6 cem Liquor + 7,5 cem Wasser + 4,5 cem 10°/, iger Phosphor- 
wolframsiure + 3 ccm ?/, n-Schwefelsiure.) 


Tabelle 1. 





Art mg } in 100 ecm 





4 : Substanz 9 |————__— dl ars 
der Bestimmung I der EnteiweiBung 


Rest-C Blut 116,6 : nach Folin 
- 126,3 5, nach Roche 


Gesamt-C Liquor 114,6 
Rest-N Blut 31,46 
” Liquor 15,81 
Gesamt-N om 34,59 
Die Tab. 1 zeigt gute Ubereinstimmung der Kohlenstoffwerte. 
’ Vor Beginn der Bestimmungen wurden Kontroll-Kohlenstoff- 
~ bestimmungen mit Cholesterin und Kontroll-Stickstoff bestimmungen 
* mit Tyrosin durchgefihrt. Die Bestimmung nach Lieb und 
* Krainick erméglicht die Kontrolle der vollstiindigen Oxydation 
\ des Kohlenstoffs und der quantitativen Absorption des Kohlen- 
) dioxyds in folgender Weise: Wenn die Titration des Barytiiber- 
+ schusses beendet ist, verschwindet sofort die schwache Rosafirbung, 
© falls durch ingendeine Ursache der Kohlenstoff (als CO,) noch nicht 
) vollstiindig aus dem Apparate ausgetrieben war. In diesem Falle 
* erhilt man nach neuerlichem Zufiigen von Barytlauge und Durch- 
) leiten von Sauerstoff durch abermalige Titration héhere Werte. 
» Wie uns die Erfahrung gelehrt hat, kann dies bei der Bestimmung 
» des Kohlenstoffs im biologischen Material dann vorkommen, wenn 
> dieses Bestandteile enthilt, die in der Oxydationssiure unldslich 
sind (z. B. UberschuB von EntoiweiGungemittel), In solchen Fiillen 
geht die Oxydation und das Entweichen des Kohlendioxyds lang- 
* sam vor sich. Eine derartige langsame Oxydation findet auch 
» in Gegenwart griéBerer Mengen von Wasser statt. 
Diese Méglichkeit einer permanenten Kontrolle ist besonders 
* dann wichtig, wenn man Substanzen oxydiert, von denen man die 
_ Oxydationsdauer nicht kennt. Das Einschalten der gliihenden Platin- 
> sterne zwischen das Oxydationskélbchen und das Titrationsgefif 
© (was die vollstiindige Oxydation des allenfalls entstandenen Kohlen- 
> oxyds sichert) und die oben beschriebene Kontrollméglichkeit 
lassen es mit Sicherheit erkennen, ob man den ganzen Kohlen- 
stoff bestimmt hat oder nicht. 
Einflu8 des EnteiweiBungsmittels auf den Wert des Restkohlen- 











I stoffs des Blutes. Aus Tab. 2 ist ersichtlich, daS der Wert des 


| Rest-C bei der EnteiweiBung mit Wolframsiure nach Folin 
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héher ist als bei der EnteiweiSung mit Phosphorwolframsiure 
nach Roche. Da beide Filtrate albuminfrei waren, sieht man, 
da8 die Phosphorwolframsiure mehr nicht eiweifartige Bestand- 
teile fallt als die Wolframsiiure. Die gefillten, nicht eiweiBartigen 
Bestandteile vermehren sich mit dem Restkohlenstoffwert. Diese 
Tatsachen sprechen dafiir, dab die KEnteiweiBung nach Folin 


vorteilhafter ist. 
Tabelle 2. 
Unterschied der Rest-Kohlenstoffwerte bei der EnteiweiBung 
nach Folin und nach Roche. 

















Rest-C mg in 100 cem 
Diagnose i tines _.| Differenz 

Folin Roche 
EE 672] ~Ss«187 80 
Oe 181 | 161 20 
Konst. Neurasthenie ....... 128 113 15 
Folgen nach Schidelbruch . . . 129 118 11 
MD ik ee a 0s 08 121 111 10 
Progressive Paralyse....... 228 | 180 48 


Gesamtkohlenstoff, Gesamtstickstoff und Reststickstoff im Liquor. 
Aus Tab. 3 sieht man, daB die Gesamt-C-Werte im Liquor des 
Geisteskranken héher oder niedriger als die Normalwerte sind. 


? ~14,:, Gesamt-C 
Das Verhiltnis i 


Andrerseits steigt der Eiweifstickstoff (Tab. 4) mit dem Gesamt- 
Stickstoff bzw. mit dem Gesamt-Kohlenstoff. Dieses Ansteigen 
des Verhiltnisses erklirt sich daraus, daB das Kiwei8 kohlenstoff- 
reicher ist als die Summe der nicht eiweiBartigen Substanzen, 
die man im Filtrat der Enteiweifung findet. Aus der Tab. 4 
sieht man keine regelmiBige Beziehung zwischen Gesamt- und 
Reststickstoff. 


steigt mit dem Wert des Gesamt-C an. 


Tabelle 3. 


Gesamt-C und -N-Werte des Liquors von Geisteskranken. 





























‘ Gesamt-C Gesamt-N Gesamt-C 
Diagnose _ [2g in 100 cem| mg in 100.cem} Gesamt-N 
Progressive Paralyse...... 125 35,1 3,85 
Grippe-Encephalitis ...... 122 34,6 3,53 
Lues cerebrospinalis...... 97,5 22,1 3,42 
Depress. Zustand (Lues)? .. . 82,9 —- ~- 
PE oc 5 is ss 9 a ee 8 82,5 — -- 
Tabes dorsalis.......... 101 ~-- ~- 
(oy. 111 a _- 
x Se er 115 
ne Se Ce ee as 102 
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Tabelle 4. 
Gesamt-N und Rest-N-Werte des Liquors der Geisteskranken. 

















Gesamt-N| Rest-N | Eiweib-N 
Diagnose mg in mg in av fowl 
100 ccm 100 ccm (ber.) 
[ues ‘siinaiiaindlte (Ophthalmoplegie 
total bilat.) . . . 28,7 15,2 13,5 
Dementia praec.. . ee 28,4 16,9 11,5 
Depress. Zustand (Lues?) F ees 23,2 13,8 9,4 
joes cerebrospinalis. ....... 22,1 13,5 8,6 
Lues latens. . . . ie eS 20,6 15,8 4,8 
Epilepsie (Tumor cerebri 2). ee 18,5 16,9 1,5 
ON ee — 16,2 -- 
Te hi ee ee 18,6 
Konst. Neurasthenie. ....... - 12,6 
Folgen nach Schiidelbruch. . . . . 11,6 


Beziehungen zwischen Rest-N im Blut und Liquor. Wie man 


aus der Tab. 5 ersieht, steigt der Reststickstoff im Liquor mit 
Rest-N, Blut 


Rest-N, Liquor 
dem Werte des Rest-N im Liquor. Die Schwankungen des 
Rest-N sind deutlicher im Liquor als im Blut. 


Tabelle 5. 
Rest-N-Werte im Blut und Liquor. 


Blut (defibr.) 
Diagnose Rest-N 
me in 100 ccm 


dem im Blute. Das Verhiltnis 





fallt mit steigen- 











Liquor, Rest-N] Rest-N, Blut 
mg in 100 cem | Rest-N, Liquor 


Tabes demniin oe ee 30,! 3 18,6 1,63 











Lues latens. ...... 32.7 15,8 2,07 
Konst. Neurasthenie. . . 26,6 12,6 2,11 
Folgen nach Schidelbruch 27,8 11,3 2,46 


An dieser Stelle danke ich Herrn Prof. Dr. Hans Lieb fiir die Ar- 
beitsméglichkeit in seinem Institute und fiir die wertvollen Ratschlige, 
sowie der Universitiits-Nervenklinik des Landeskrankenhauses (Vorstand 
Prof. Dr. F. Hartmann) fiir die bereitwillige Uberlassung von Blut- und 
Liquorproben. 


Zusammenfassung. 


a) Kohlenstoff. 1. Die Mikromethode zur Bestimmung 
des Kohlenstoffs von H. Lieb und H. Krainick gibt auch im 
Blutfiltrat und Liquor iibereinstimmende Werte und die Ver- 
brennung ist unter den angegebenen Bestimmungen vollstiindig. 
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2. Die durch EnteiweiBung nach Folin gewonnenen Rest- 
C-Werte im defibrinierten Blut sind héher als die durch Ent- 
eiweibung mit Phosphorwolframsiure nach Roche gewonnenen, 
Die Differenz steigt mit dem Rest-C-Wert des Blutes (Differenz 
10—48 mg in 100 ccm bei Geisteskranken). 

3. Der Gesamt-C-Wert im Liquor cerebrospinalis ist bei 
Geisteskranken je nach dem Fall héher oder niedriger als der 
Normalwert (82,5—135 mg in 100 ccm, fiir Normal 102 mg in 
Gesamt-C 


——.-._ gtelgt mit dem Gesamt- 
Gesamt-N 8 m 


100 ccm). Das Verhialtnis 
}-Wert (3,42—8,85). 

b) Stickstoff. 1. Der Gesamt-N im Liquor cerebrospinalis 
bei Geisteskranken wurde zwischen 18,4—-28,7 mg in 100 ccm 
gefunden, der Rest-N zwischen 11,6—18,6 mg in 100 ccm. Zwischen 
Gesamt-N und Rest-N konnte keine regelmiBige Beziehung ge- 
funden werden. 

2. Der Rest-N im Liquor steigt mit dem des Blutes. Das 
Verhiltnis fies Ligue fallt mit autsteigendem Werte des 
Rest-N des Liquors (2°46—1°63). 
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Untersuchungen iiber die Konstitution der Gallensduren. 
IL. Mitteilung. 
Einige Beitrage zur Stereochemie von Gallensduren und Sterinen. 


Von 
Heinrich Wieland, Elisabeth Dane und Carl Martius. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Chem. Laboratorium der Bayer. Akad. der Wissenschaften zu Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Dezember 1932). 


In der 44, Mitteilung') haben wir die 3-Oxy-6-keto-cholan- 
siure (I) in 3-Oxy-allocholansiure ibergefiihrt und auf Grund 
der Ubereinstimmung des Schmelzpunkts von Siiure und Methyl- 
ester die Auffassung geiuBert, daB diese Saiure mit einer von 
Windaus?) aus Chlor-cholestan durch Abbau und hydrolytische 


‘ Abspaltung des Chlors friiher gewonnenen Siure identisch sei. 
_ Diese Identitat ist mittlerweile an Vergleichspriparaten von Siure 


und Ester, die Herr Windaus aus Cholesterin hat darstellen 
lassen, mit aller Sicherheit festgelegt worden, so daf iiber den 


' Standort der Hydroxylgruppe an C; — an der gleichen Stelle wie 
’ in den Gallensiuren — keinerlei Zweifel mehr bestehen kénnen. 


In der zitierten Abhandlung ist auch die 6-Oxy-allocholan- 
siiure (III) beschrieben. Sie war entstanden bei der katalytischen 
Hydrierung der ungesittigten 6-Ketosiiure (II), die man durch 
Wasserabspaltung aus der 3-Oxy-6-ketocholansiure (I) erhalten hatte. 





C,H,-CO,H 
CH, | 
Yt , 
Come e 
a me a. 
H|,4 |, 2 | | | 
tile alia al lial 


1) Diese Z. 212, 41 (1982). 
2) Diese Z. 145, 177 (1925). 
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Der Ubergang in die Konfiguration der allo-Reihe, die in bezug 
auf ©; zur normalen Reihe im Verhiltnis der Epimerie steht, 


hatte sich entweder bei der thermischen Zersetzung von I (> II) © 


oder, wenn man dabei eine Verschiebung der Doppelbindung nach 
C,5 annimmt, bei der Hydrierung vollzogen. Die Cholensiure, 


die aus III bei der Destillation entsteht, lieB sich zu einer gesiittig- 7 


ten Siiure hydrieren, iiber deren Natur wir kiirzlich noch nichts 
Bestimmtes ausgesagt haben. War die Doppelbindung gemaéB IV 
gegen ©, gelegt worden, so konnte bei der Hydrierung sowohl 
Cholanséure wie auch Allo-cholansiure entstanden sein. 
Fiir Cholansiure ist der Schmelzpunkt zu 165°, fiir die Allosiure 
zu 162° angegeben. Die aus der Hydrierung von IV isolierte 
Siure schmolz bei 163°, gab aber mit den beiden Siuren eine, 
wenn auch geringe Depression. 

Zur Klirung der Verhiltnisse hat Herr Martius das Schmelz- 


punktsdiagramm von Gemischen der beiden Siiuren aufgenommen. | 
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Dazu hat Herr G. Hesse ein besonders reines, fiir einen 
anderen Zweck dargestelltes Priiparat von Allo-cholansiiure vom 
Schmelzp. 170° zur Verfiigung gestellt. Wie aus dem Diagramm 
hervorgeht, tritt bei einer Mischung von je 50°/, der beiden Siuren 
ein Maximum mit dem Schmelzp. 163,5° auf. Die beiden stereo- 
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Untersuchungen iiber die Konstitution der Gallensiuren. IL. 17 


3 isomeren Siuren bilden demnach eine aus je einem Mol zusammen- 
a gesetzte Molekelverbindung, aus deren Existenz sich unsere Be- 
* obachtungen an dem Hydrierungsprodukt vollkommen erkliren. 
Damit ist experimentell bewiesen, daB die beiden Siuren, wie 
auch zu erwarten war, nebeneinander auftreten. 


Von der ungleichen Reaktionsfihigkeit der an verschiedenen 


q Ringen substituierten Cholansiuren haben wir auch bei der kata- 
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“ E lytischen Hydrierung der 3,6-Diketo-allocholansiure Gebrauch 
gemacht. Dabei wird die Ketogruppe an C, rascher angegriffen 
Jals die an ©, und es gelingt, eine 3-Oxy-6-keto-allocholan- 
» siure (V) zu erhalten, die mit der oben erwihnten (I) nicht iden- 
. itisch ist. Sie geht bei der Destillation unter Wasserabspaltung in 


+ die gleiche 6-Keto-cholensiure (II) tiber, von der oben die Rede war. 





CH, | on, | 
¥ iii aii — we ae ee 
Ho__| | Ho. |, * | 
it a ee Se 
Me OH, a. Of 
Pat “I os Pas rast ae 
HO, CH, 
VII | VIL | 
HO,C | CO,H 
Salah, | 
i, HO, 


Interessant ist aber, da’ die Reduktion von V nach Kishner- 
Wolff eine von der schon beschriebenen 3-Oxy-allocholansiure 
verschiedene 3-Oxysiiure (Schmelzp. 218°) lieferte. Da sie zu der- 
selben 3-Keto-allocholansiure oxydiert wird, wie die bereits 


» bekannte Séiure vom Schmelzp. 208—210°, so ‘ktnnen die beiden 
_ Siuren nur an C, epistereoisomer sein. Sie stehen also in der 
 gleichen Beziehung zueinander wie f- und «-Cholestanol.') Wir 
wollen die neue Séure als #-3-Oxy-allocholansaure be- 
~ zeichnen. Es ist dies das erste Beispiel dieser Art von Isomerie 
bei den Gallensiuren und es kann nicht zweifelhaft sein, daf 
bereits die Hydrierung der Diketosiiure die unerwartete Kon- 
~ figuration erzeugt und daB dies unter dem Einflu8 der Allo-Kon- 
: figuration geschieht. Denn aus I erhilt man nach dem Wolff- 


1) A Windaus und Cl. Uibrig, Ber. chem. Ges. 47, 2384 (1914). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXV. 2 











18 Heinrich Wieland, Elisabeth Dane und Carl Martius, 


Kishner-Verfahren die Oxysiiure der Allo-Reihe mit der bei den 
Gallensiuren tiblichen Anordnung an C,. 

Der EinfluB der Konfiguration geht aber noch viel weiter, 
Es war uns nie recht verstiindlich, warum bei der Oxydation von 
Cholestanol — das der allo-Reihe angehért — nach den Beobach- 
tungen von Windaus und seinen Schiilern!) immer nur die Di- 
carbonsiure, die der Isolithobiliansiure(VIJ) entspricht, die also 
durch Sprengung von Ring A zwischen ©, und C, entstanden sein 






4 
is 


muB, isoliert wurde, wiihrend aus allen an C, mit OH sub- © 


stituierten Gallensiuren dasjenige Dicarbonsiure-System iiber- 
wiegend hervorgeht, dem die normale Lithobiliansiiure (VIII) an- 
gehért; in diesem Fall ist der Ring zwischen ©, und C, gedffnet 
worden. Wir haben nun gefunden, dafs die beiden 3-Oxy-allocholan- 
siiuren in derselben Weise oxydiert werden, wie Cholestanol. Es 
lieB sich als Oxydationsprodukt ausschlieBlich Iso -allolitho- 
biliansi&ure (sog. Stadensiiure) feststellen und man kann es daher 


wohl als Regel ansehen, da8 die riumliche Anordnung an C, auf 


die Verhiltnisse der Ringsprengung derart einwirkt, da8 bei 
vorhandener allo-Konfiguration die an C, mit Sauerstoff (OH 
oder QO) substituierten Derivate vorwiegend zwischen C, und C,, 
bei normaler Konfiguration aber zwischen C, und ©, oxydativ 
gedfinet werden. 


Isolierung der Hyo-desoxycholsiure aus Schweinegalle.*) (W.Gumlich. 


Man laBt zu der Schweinegalle zuerst tropfenweise, spiter etwas 
schneller, und unter starkem Riihren eine gesittigte Kochsalzliésung flieBen, 
auf 10 Liter Galle 2 Liter. Nach 2—3 Tagen hebt man soweit als méglich 
die klare Lisung ab. Der dicke gelbe Brei wird auf eine groBe Nutsche 
gebracht; ohne daB man saugt, ist nach einem Tag der gréBte Teil 
der Briihe abgelaufen. Man zentrifugiert nun die Natriumsalze, riihrt mit 
gesittigter Kochsalzlésung auf und zentrifugiert erneut. Man erhilt so aus 
81 Liter Schweinegalle 7,7 kg rohe, noch wasserhaltige Natriumsalze der 
gepaarten Schweinegallensiiuren als stark gelb gefiirbte kompakte Masse. 

800 g dieser Natriumsalze werden mit 800 ccm 20°/,iger Kalilauge und 
800 ecm Alkohol im Autoklaven 6 Stunden auf 135° erhitzt. Nach dem 


Erkalten wird die klare griinschwarze Lésung mit Tierkohle aufgekocht und ~ 





filtriert. Dann engt man zur Vertreibung des Alkohols ein, wobei sich die ~ 
Natriumsalze als schwarzes 0] ausscheiden, das mitunter beim Erkalten zu 
einem zihen Kuchen erstarrt. Man lést in diesem Fall nach AbgieBen — 
der iiberstehenden Fliissigkeit in der nétigen Menge Wasser und siuert 


unter Einwerfen von Eis und unter Riihren mit Salzsiiure an. Man erhiilt © 





1) Diese Z. 117, 146 (1921). 
*) Vgl. A. Windaus u. A. Bohne, Liebigs Ann. 433, 278 (1923). 
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so die Siure meist in schénen weiBen Flocken, die sich gut absaugen 
lassen. Sollte die Siure sich zum Teil schmierig am Boden absetzen, so 
muB sie nach AbgieBen der Fliissigkeit mit frischem Wasser durchgeknetet 
werden, alsbald wird sie dann kriimelig. Die Siuren wiischt man mit 
Wasser gut aus und trocknet sie nach scharfem Absaugen auf Tontellern 
an einem warmen Ort. Das staubtrockene Rohprodukt wird mit Essigester 
ausgekocht. Zuerst geht fast alles in Lésung, alsbald krystallisiert die 
Hyo-desoxycholsiiure aus. Man saugt ab und wischt mit Essigester: 
Schmelzp. 185°. Nun extrahiert man aus der Hiilse mit Essigester und 
erhilt die Saéure sofort rein mit dem richtigen Schmelzp. 195—196°% Die 
Ausbeute an reiner Hyo-desoxycholsiiure aus 81 Liter Galle betriigt so 680 g. 
Weitere 200 g reiner Siiure werden durch Einengen der Essigester-Mutter- 
laugen erhalten. Aus den nach dem Aussalzen der Schweinegalle erhaltenen 
wiBrigen Mutterlaugen schieden sich nach lingerem Stehen erneut kleine 
Mengen aus. Dieser Niederschlag war sehr schleimig und lie8 sich schlecht 
zentrifugieren. Bei der Spaltung mit alkoholischer Kalilauge im Autoklaven 
wurden nur dunkle Zersetzungsprodukte erhalten. 


Zur Hydrierung der 6-Cholensdure (IV). 


500 mg 6-Cholensiiure in 30 ccm stabilem Eisessig werden bei 
Gegenwart von Platinoxyd hydriert. Die Wasserstoffaufnahme ist 
nach 30 Minuten beendet. (Etwa 40ccm). Nach Verdiinnen mit Wasser 
krystallisiert ein Gemisch von Nadeln und Blittchen, das noch 
schwache Liebermannreaktion gibt. Durch fraktionierte Krystalli- 
sation aus Hisessig oder aus Alkohol wurden einheitliche glinzende 
Blittchen vom Schmelzp. 164° erhalten, die frei von Farbreaktion 
sind. Mit Allo-cholansiure keine, mit Cholansiure starke Depres- 
sion von 8° Durch Uberfithrung in den bei 91° schmelzenden 
Methylester wurde die Identitét mit Allo-cholansiure sicher- 
gestellt. Aus den leichter lislichen Anteilen wurden in verschie- 
denen Fraktionen kleine Mengen einheitlicher feiner Nadeln er- 
halten, die bei 162° schmolzen und mit Allo-cholansiiure eine 
Depression von 8° gaben. Im Gemisch mit Cholansiure lag der 
Schmelzpunkt bei 158°. Wie aus dem Schmelzpunktsdiagramm 
(S. 16) hervorgeht, liegt eine Verbindung von Cholansiiure mit 
Allo-cholansiure im Verhiltnis 1:1 vor. Durch weitere Kry- 
Stallisation der Siuren kann keine Aufspaltung in die Kom- 
ponenten erzielt werden. Kine Trennung iiber die Ester war 
bei der geringen Menge unméglich. 

Aus einer Fraktion wurde eine sehr kleine Menge feiner 
Nadeln isoliert, die bei 164° schmolzen und den Mischschmelz- 
punkt mit Cholansidure hielten. 

Die gleiche Doppelverbindung vom Schmelzp. 162—163° wurde auch 


durch Reduktion von 3,6-Diketo-allocholansiure nach Kishner-Wolff er- 
2 * 
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halten. Hier konnte eine geringe Menge Allo-cholansiiure durch Krystalli- 
sation des Propylesters abgetrennt werden. (G. Hesse). 


Darstellung reinster Allo-cholansiure. (G. Hesse). 


Die Allo-cholansiiure wurde durch Reduktion von Dehydro- 
hyo-desoxycholsiure nach Clemmensen!) erhalten. Durch wieder- 
holte Krystallisation aus Kisessig kann der Schmelzpunkt nicht 
iiber 164—165° gebracht werden. Eine wirksamere Reinigung labt 
sich aber durch Destillation im Hochvakuum (1 mm 240°) erzielen. 
Der Schmelzpunkt steigt so auf 167—168° 

Der aus dieser Siiure dargestellte Propylester schmilzt bei 
103—104° und ergibt bei der Verseifung eine Siure, die — aber- 
mals destilliert und aus Eisessig umkrystallisiert — konstant bei 
170° schmilzt. Lange, diinne, beiderseitig zugespitzte Blittchen. 
Friiher angegebener Schmelzp. 162°. 


Spez. Drehung. 38,5 mg Subst. in 2 cem Chloroform. 
1 dm-Rohr; « = + 0,81°; [a], = + 22,2°. 
3-Oxy-allo-cholansiure. Die 3-Oxy-allo-cholansiure wird am 
besten dargestellt durch Reduktion der 3-Oxy-6-keto-allo-cholan- 
siure, die schon friiher durch Umlagerung der entsprechenden 
Oxy-keto-cholansiure erhalten worden war.’) 

Das in der iiblichen Weise dargestellte Semicarbazon scheidet 
sich schon in Hitze alsbald pulvrig ab und wird nach 5 Stunden 
abgesaugt. 5g Roh-semicarbazon werden mit einer Lésung von 
5g Natrium in 75 ccm absolutem Alkohol 6 Stunden auf 175 bis 
180° erhitzt. Das beim Erkalten auskrystallisierte Natriumsalz 
wird abgesaugt, in viel heiBem Wasser aufgenommen und durch 
Kochen mit Siuren zerlegt. Man erhilt so ein krystallisiertes 
Rohsiiurengemisch vom Schmelzp. 170—175° Zur Reinigung 
wird der Methylester mit Diazomethan dargestellt und zuerst aus 
Ather, dann aus Methanol so lange umkrystallisiert, bis der Schmelz- 
punkt 162° erreicht ist. Ein besonders reines Priiparat, das ein- 
mal durch langsame Krystallisation aus Mutterlaugen erhalten 
wurde, schmolz bei 164°. Lange zu Biischeln vereinigte Nadeln. 
Der Mischschmelzpunkt mit einem von Windaus aus Cholesterin 
dargestellten Ester*) vom Schmelzp. 162° lag bei 162°. Die Aus- 
beute an 3-Oxy-allo-cholansiure-ester betriigt 10—15°/,. 

Spezifische Drehung. 0,0305 g in 2 ccm Chloroform gelést; 1 = 1 dm; 
a = + 0,279; [a]p = + 17,7°% 


) A. Windaus u. A. Bohne, Liebigs Ann. 433, 278 (1923). 
2) Diese Z. 212, 49 (1982). 8) Diese Z. 145, 177 (1925). 
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a 


Die aus dem Ester dargestellte freie Siure krystallisiert aus 
Essigsdure in langen Nadeln oder Blaittern vom Schmelzp. 208 bis 
910°. Sie gibt keine Depression mit der entsprechenden Siure 
aus Cholesterin. 

- 3 Die Farbreaktion ist braunrot, aber erst nach Zugabe von 3 Tropfen 
a - konzentrierter Schwefelsiiure. Die von Lithocholsiure ist unter denselben 
¢ Bedingungen carminrot. 

t | Spezifische Drehung. 0,0323 g in 2 ccm absolutem Alkohol; 1 = 1 dm; 
> a=+ 0,41°; [a]p = + 25,4°% 

: 3-Keto-allo-cholansiure. 100 mg 3-Oxy-allo-cholansiure, in 
i. 5 ccm stabilem Kisessig gelést, werden bei Raumtemperatur 4 Tage 
- lang der Einwirkung von 0,5 com 3 n-Chromsaurelésung tiberlassen. 
; .» Nach Reduktion der unverbrauchten Chromsiure wird der Kis- 
. | essig im Vakuum entfernt. Beim Verreiben des Riickstandes mit 
Wasser erhilt man ein Pulver, das durch Krystallisation aus ver- 
diinntem Alkohol auf den Schmelzp. 184° gebracht wird. Sintern 
ab 180°. Glinzende Blittchen. 

4,768 mg Subst. (bei 110° i. V. getr.): 13,460 mg CO,, 4,35 mg H,O. 
C,,H,,0, (874) Ber. C 77,01 H 10,16 Gef. © 77,00 H 10,20. 

Der Methylester krystallisiert aus verdiinntem Methanol in Blittchen 
vom Schmelzp. 114°. 

i Iso-allolithobiliansdure aus 3-Oxy-allo-cholansiure. 200 mg 
, | 8Oxy-allo-cholansiure werden mit 2 ccm Salpetersiiure (1,4) lang- 
sam auf 60—65° erhitzt. Die bei dieser Temperatur kriftig ein- 
setzende Reaktion klingt bald ab und ist nach 11/, Stunden 
heendet. Die Abscheidung des Oxydationsproduktes beginnt sofort, 
ehe alle Oxysiure in Lésung gegangen ist. Durch Zugabe von 
Wasser wird die Fiallung vollstindig. Das getrocknete farblose 
Pulver wird durch Verreiben mit absolutem Ather von wenig 
Schmieren befreit und 2mal aus Eisessig umkrystallisiert. Aus 
diesem Lésungsmittel erhilt man die Tricarbonsiiure in wenig 
charakteristischen, zu Sternen vereinigten Nadeln vom Schmelz- 
punkt 253—255°, Mischschmelzpunkt mit der vom Cholesterin 
aus') gewonnenen reinen Siure ebenso. Von Windaus?’) wird 
der Schmelzpunkt zu 240° angegeben. Aus verdiinnter Essigsiure 
krystallisiert sie in schénen regelmiBigen Sechsecken. Ausbeute gut. 


4,276 mg Subst. (bei 120° i. V. getr.): 10,670 mg CO,, 3,43 mg H,0. 
Cy4Hyg0, (422) Ber. C 68,20 H 9,07 Gef. C 68,05 H 8,98. 














1) A. Windaus u. A. vy. Staden, Diese Z. 117, 146 (1921). 
*) Liebigs Ann. 447, 233 (1926). 
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Der Trimethylester krystallisiert aus Ligroin (100—120°) in 
grofen rechteckigen Platten vom Schmelzp. 96° (W. u. v. St. 88°), 
Keine Depression mit dem aus Cholesterin dargestellten (S. 24) 
Trimethylester der Stadensiiure. 


B-3-Oxy-6-keto-allocholansaure (V). 


Reine 3,6-Diketo-allocholansiure?) wird in der 10 fachen 
Menge reinem Kisessig gelést und unter Zusatz von 2°/, PtO, mit 
Wasserstoff geschiittelt. 

Die Menge Wasserstoff, die zur Erreichung einer brauchbaren Aus- 
beute absorbiert werden muB, richtet sich nach der Aktivitit des verwendeten 
Katalysators. Bei Verwendung eines sehr aktiven schwarzbraunen Platin- 
oxyds muBte man 1,4—1,5 Mol H, zur Aufnahme bringen, da sonst neben 
Dioxy-allocholansiiure schwer zu trennende Gemische von Ausgangsstoff 
und halb hydriertem Produkt erhalten wurden. Ein helleres gelbbraunes 
Oxyd gab bessere Resultate. Hierbei verlangsamte sich die Wasserstoff- 
aufnahme allmihlich und wurde unterbrochen, nachdem etwa 1,2 Mol ab- 
sorbiert waren. 

Die vom Pt abfiltrierte Lisung wird mit Wasser ausgespritzt 
und der bald krystallin erstarrende Niederschlag mehrmals aus 
verdiinntem Alkohol umkrystallisiert, in dem die mitentstandene 
3,6-Dioxy-allo-cholansiiure schwer léslich ist. Feine glinzende 
Niidelchen, die bei 235° unter Zers. und Braunt:.rbung schmelzen. 
Farbreaktion: braunrot, wenig charakteristisch. 

4,288 mg Subst.; 11,585 mg CO,, 3,73 mg H,0O. 

C,,H,,0, (890) Ber. C 73,79 H9,81 Gef. C 73,69 H 9,73. 


6-Keto-allocholensiure. 1,8 g Oxy-ketosiiure wurden unter 12 mm 
Druck langsam auf 320° erhitzt. Als das lebhafte Schiumen nachlieB, 
wurde Hochvakuum angesetzt. Das iibergehende gelbliche Harz wurde 
mit Ather aus dem Ansatz herausgelést und wie bei der Darstellung der 
6-Keto-3-cholensiure*) beschrieben, aus Ather und Ather-Petrolither um- 
krystallisiert. Schmelzp. 122—124°; mit einer 6-Keto-3-cholensiiure vom 
Schmelzp. 124° keine Depression. 

Hydrierung zur 6-Oxy-allocholansiure. 1g der ungesittigten 
Siure wurde in wenig Eisessig gelist und nach Zusatz von 0,05 g PtO, 
unter Wasserstoff geschiittelt. Im Verlauf von 8 Stunden wurden 132 cem 
H, aufgenommen. Die mit Wasser aus der vom Pt abfiltrierten Eisessiglésung 
ausgefillte Siiure wurde aus Essigester umkrystallisiert und in schénen 
Nadeln vom Schmelzp. 220—224° erhalten, die mit einem Vergleichspriparat 
von 6-Oxy-allocholansiure keine Depression ergaben. Farbreaktion die gleiche 
wie bei der Vergleichssiiure. Es wurde noch der Methylester hergestellt und 
die Identitiéit mit dem 6-Oxy-allocholansiure-methylester durch Schmelzpunkt 
(95°) und Mischschmelzpunkt (95°) erwiesen. 





1) A. Windaus, Liebigs Ann. 447, 233 (1926). 
2) Diese Z. 212, 45 (1932). 
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f-3-Oxy-allocholansaure (Schmelzp.218°). 3,8g 8-3-Oxy-6-keto- 
allocholansiure wurden mit einer Semicarbazidlésung aus 2g Semi- 
carbazidchlorhydrat und 2g Kaliumacetat unter RiickfluB gekocht. 


{ Das sich bald in feinen Nidelchen ausscheidende Semicarbazon 
+ wurde nach 6stiindigem Kochen von der erkalteten Lésung ab- 
> gesaugt. 3,9 g. 


4,3 g des Semicarbazons wurden mit einer Liésung von 4 g 


> Natrium in 50 cem Athanol und einigen Tropfen Hydrazinhydrat 
> 4}/, Stunden auf 180—185° erhitzt. Die mit Wasser verdiinnte 
* alkoholische Lésung wurde stark eingeengt, wobei sich ein galler- 
” tiges Na-Salz abschied. Dieses wurde abgesaugt, in heiBem Wasser 
~ gelést und mit verdiinnter Salzsiure zersetzt. Die rohe Siure wurde 
> aus viel Essigester unter Benutzung eines HeiBextraktors um- 
 krystallisiert und, nach nochmaligem Umkrystallisieren aus Essig- 
ester, aus Eisessig in glasgliinzenden Rhomboedern vom Schmelz- 
+ punkt 218° rein erhalten. Ausbeute etwa 30°/,. Schwer léslich 
» in Essigester und Alkohol, leichter in Kisessig. Farbreaktion mit 
> Essigsiureanhydrid und 1 Tropfen H,SO,: nur schwach gelblich; 
7 mit mehreren Tropten H,SO,: schmutziges Braunrot, wie bei der 
’ epimeren Saure. 


4,755 mg Subst. (bei 100° i. V. getr. keine Abnahme): 13,265 mg CO, 


" 4,62 mg H,0. 


C,,H,,0, (376) Ber. C 76,53 H 10,71 Gef. C 76,08 H 10,87. 
Der mit Diazomethan hergestellte Ester krystallisierte aus 


; Methanol in langen Nadeln und schmolz bei 151°. Mischschmelz- 
+ punkt mit dem Methylester der isomeren 3-Oxy-allocholansiure 
+ vom Schmelzp. 162° bei 137° 


0,0370 g Subst. in 2 cem Athanol, / = 1 dm; « = + 0,84° 
[a]p = + 18,4° 


3-Keto-allocholansdiure. 150 mg 3-Oxy-allocholansiiure, in 7 ccm 


 stabilem Hisessig gelést, wurden mit einer Lésung von 100 mg 
+ CrO, in 3,5 ccm 2n-H,SO, °/, Stunden auf 50° erwirmt. Aus 
der reduzierten und auf dem Wasserbad eingeengten Liésung 
) wurde die Ketosiure mit Wasser krystallin ausgefillt. Aus ver- 
» diinntem Kisessig und Alkohol umkrystallisiert, bildete sie groBe 


dine Blattchen, die bei 184° schmolzen und mit der Ketosiure 


‘J aus der isomeren Allolithocholsiure keine Depression gaben. 


Der mit Diazomethan hergestellte Ester krystallisierte aus 
verdiinntem Methanol in Blittchen. Schmelzp. 114°, Mischschmelz- 


: punkt mit dem aus der isomeren 3-Oxy-allocholansiure gewon- 
 nenen Ketosdureester (Schmelzp. 114°) bei 114°. 
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Iso-allo-lithobiliansiure. 0,3 g 8-3-Oxy-allocholansiure (Schmelz. 


punkt 218°) wurden mit 3 com HNO, (d = 1,4), die mit 4 Tropfen 
Wasser verdiinnt war, tibergossen und langsam unter hiufigem 
Schiitteln auf 60° erhitzt. Nach 11/, stiindigem Erhitzen') auf 60 


bis 70° wurde die Tricarbonsiiure mit Wasser ausgefallt. Die — 


abfiltrierte und getrocknete Siiure wurde mit Ather verrieben 


(230 mg) und aus Hisessig, dann aus 80°/,iger Essigsiure um- © 


krystallisiert (105 mg). Glinzende, regelmiBige hexagonale Blitt- 
chen. Schmelzp. 254—255° unter geringer Zersetzung. 
4,178 mg Subst.: 10,885 mg CO,, 3,40 mg H,0. 


C.,H,,0, Ber. C 68,20 H 9,07 
Gef. ,, 67,79  ,, 9,11. 


0,0395 g in 2ccm Athanol, / = 1 dm, « = + 0,44° 
[a]p = + 22,8°. 
Der mit Diazomethan hergestellte Ester krystallisierte aus 
Methanol in diinnen Blattchen, aus Ligroin (100—-120°) in recht- 
eckigen Tafeln vom Schmelzp. 96°. 


Tso-allo-lithobiliansiure aus Cholesterin.”) Das zur ~ 


Darstellung der Dicarbonsiure bendétigte Cholestanol wurde durch 
Hydrierung des Cholesterins mit PtO, als Katalysator hergestellt. 

6 g Dicarbonsiiure, in 90 ccm stabilem Eisessig heiB gelést, 
wurden allmihlich bei 85—90° mit einer Lésung von 8 g Cr0, 
in 8 com H,O und 12 ccm Eisessig*) versetzt und dann noch 
14 Stunden auf dieser Temperatur gehalten. Die weitere Aut- 
arbeitung geschah wie angegeben. Die rohe Staden-Siiure wurde 
mit Diazomethan verestert, der Ester (300 mg) zuniichst aus ver- 
diinntem Methanol, dann mehrmals aus Ligroin (100—120°) um- 
krystallisiert, bis der Schmelzp. 94° erreicht war, Mischschmelz- 
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punkt mit Iso-allo-lithobiliansiureester (Schmelzp. 90) bei 95°. Dann 7 
wurde durch 5 stiindiges Kochen mit 1 n-methylalkoholischer Kali- 7 
lauge verseift und die erhaltene Siiure aus Hisessig und Essigsiiure ~ 
umkrystallisiert, Schmelzp. 254—255°, Mischschmelzpunkt mit © 


reiner Iso-allo-lithobiliansiiture 254—255°, 


1) Liingeres und héheres Erhitzen ergab schlechtere Ausbeuten. 


*) Vgl. auch A. Windaus u. A. y. Staden, Diese Z. 117, 146 (1921). 
*) Verwendung des von Windaus und v.Staden angegebenen Chrom- ~ 


Schwefelsiuregemisches ergab sehr viel schlechtere Ausbeuten. 
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Uber die Autoxydation 
von Aminosdurederivaten an Tierkohle und Hamin. I. 


Von 


Franz Bergel und Karl Bolz. 


(Aus dem Chemischen Universitétslaboratorium Freiburg i. Br.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Dezember 1932.) 


Aktive Kohle wurde schon hiufig als Modell biologischer 
Katalysatoren in den Kreis von Untersuchungen einbezogen, 
O. Warburg und Mitarbeiter’) und auch O. Meyerhof?) er- 
kannten ihre prinzipielle EKignung als Beschleuniger von Oxy- 
dationsprozessen physiologisch wichtiger Substanzen, besonders 
der Aminosiuren. Einige Zeit danach haben H. Wieland und 
F, Bergel’) den Reaktionsverlauf speziell dieser Umsetzung niher 
studiert und dafiir folgendes Abbauschema aufgestellt: 

R-CH-COOH R-C-COOH , aan 

| — \ > BCC + CO, + NHsg 
NH, NH H 

Ks entfernt sich nur insofern von den biologischen Verhilt- 
nissen als es die @-Ketosiiuren*) nicht als Zwischenprodukt auf- 
weist. Jedenfalls handelt es sich bei dieser Modelloxydation um 
einen Dehydrierungsvorgang, da der Sauerstoff durch Chinon, 
Alloxan und andere Wasserstoffacceptoren ersetzt werden kann 
und das gleiche Endergebnis zeigt wie die Dehydrierung nach 
Langenbeck®) mit Methylenblau, wobei allerdings die Tierkohle 
durch Isatin-5-sulfonsaures Kali ersetzt wird. 

Von anderer Seite, nimlich von E. Baur und seiner Schule ®) 





1) Biochem. Z. 113, 257 (1920). Vgl. Zusammenstellung der Literatur 
Oppenheimer-Pincussen 8, 1104 (1928). 

*) Biochem. Z. 1356, 558 (1923). 

3) Liebigs Ann. 430, 196 (1924). 

4) H. A. Krebs, Klin. Wschr. 42, 1744/48. 

5) Ber. chem. Ges. 60, 930 u. 61, 942 (1928). 

® K.Wunderly, Z. physikal. Chem. 112, 175 (1924); E. Baur, 
Z. physikal. Chem. (Bodenstein-Bd.) 163 (1931); K. Wunderly, Helvet. chim. 
Acta. 15, 721 (1932); Naturw. Heft 48, 863, 878 (1982). 
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wurde Tierkohle als Aktivator der Desaminierung von Amino- | sei 
siuren auf hydrolytischem Wege angesprochen. Er erhielt bei Un 
héheren Temperaturen unter LuftabschluB die entsprechenden | de! 
Oxysiiuren neben vielen anderen Produkten, deren Entstehung 7 ein 
diskutiert wird. 7 ma 

Wie man sieht, scheint die aktive Kohle als Katalysator 7 rea 
verschiedenes zu vermégen. Wir meinten deshalb nicht fehl- 7 let: 
zugehen, wenn wir hofften, mit ihrer Hilfe auch biologisch inter- 7 in 
essante Aminosiurederivate, z. B. Peptide oder Diketopiperazine > dat 
angreifen zu kénnen. Wir stellten uns vor, gegebenenfalls im- 7 fiir 


stande zu sein, eine Art ,oxydative Proteolyse* zu erzwingen, —~ Ko 


Wie man aus dem weiteren erschen wird, ist die Untersuchung 7 Wi 
in dieser Richtung mifgliickt, hat aber in anderer Hinsicht sehr ~ ‘at 
interessante Ergebnisse gezeitigt. > fun 

) Be 


Methodik: Simtliche Versuche wurden in der schon von Wieland 3 


angegebenen Apparatur, die in einem Luftthermostaten geschiittelt wurde, Hy 
ausgefiihrt. An die Schiittelbirne schlossen sich wie tiblich Vorlagen, haupt- ZU 
siichlich zur Bestimmung der Kohlensiiure an. Ammoniak und Amine wurden © auf 
in einer von L, Griinhut') beschriebenen Apparatur bestimmt, nachdem ~~ 44 
| man sich in allen Fillen versichert hatte, da8 unter den betr. Bedingungen — : 
| gebundener Stickstoff nicht abgespalten wurde, auch wenn die Badtempe- | _ 
ratur 50° war. Aldehyde wurden jeweils durch Geruch, fuchsinschweflige Ba 
Siiure oder als p-Nitro-phenylhydrazone nachgewiesen. Um einen einwand- — lic! 
freien Verlauf der Versuche zu gewiihrleisten, wurde die aktive Kohle ~ 
(Merck, carbo animalis puriss. siccus) in der Trockenpistole im Xylolbad =~ iit? 
evakuiert und mit CO,-freiem Sauerstoff behandelt. Nachdem die Substanz ve 


in wiBriger Lésung (ausgekochtes, destilliertes Wasser) und die Kohle in 3 wa 


die Schiittelbirne eingefiillt waren, wurde zweimal evakuiert und mit CO,- © mu 
freiem Sauerstoff nachgefiillt. Wihrend der Versuchsdauer wurde ein lang- =) 
samer Gasstrom hindurchgeschickt. Am Ende der Versuche wurde nach dem 
Abkiihlen meist mit Phosphorsiiure schwach angesiiuert, um gebundene — 
Kohlensiiure frei zu machen. Die zur Umsetzung gelangten Aminosiuren =~ Bre 
entsprachen stets der d,l-Form. 3 N- 

Wir begannen unsere Versuche damit, daB wir die Oxydation 9 ™ 
des Alanins wiederholten und die des Leucins in Vergleich dazu.) °™ 
setzten. So muBten wir eine gewisse Ubersicht iiber den Einflug 7 °"" 
der Kettenliinge auf die Oxydationsgeschwindigkeit erhalten. Es | De 
zeigte sich, daB Leucin etwa zehnmal rascher oxydiert wird als til 
das Alanin. Nun unterwarfen wir Leucyl-leucin unseren Reak- ~ hy 
tionsbedingungen. Es erwies sich als bestindig, allerdings in § "” 
ungepufferter Lisung; weder Kohlensiure noch Ammoniak waren 7 


entstanden; es konnte also auch eine Proteolyse nicht eingetreten 


') Z. Unters. Lebensmitt. $7, 313 (1919). 
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* sein. Ebenso verhielt sich das Diketopiperazin (Glykokollanhydrid). 
7 Um Klarheit dariber zu bekommen, wodurch die Oxydabilitat 
+ der Aminogruppen in den Peptiden verhindert wiirde, lieBen wir 
\ecinmal Acetylleucin und das andere Mal Alaninamid (gewisser- 
* maBen als peptidische Grundkérper) mit Sauerstoff an Tierkohle 
‘reagieren. Bei ersterem trat iiberhaupt keine Reaktion ein, bei 
> letzterem nach 12 Stunden nur eine 3°/,ige Umsetzung (Alanin 
‘in derselben Zeit 10°/,), die auf Verseifung des Araids und Oxy- 
dation der frei gewordenen Aminosiure zuriickzufiihren war. (Vgl. 
‘fiir diesen und alle friiheren und folgenden Versuche Tab. I.) 
~ Kohlensiure und Ammoniak waren im Verhiltnis 1:2 entstanden. 
Wire die Hydrolyse des Amids rascher verlaufen als die Oxy- 
7 dation der frei gewordenen Siure, so hitte mehr Ammoniak ge- 
~ funden werden miissen. Dieses Ergebnis zeigt, wie unter unseren 
’ Bedingungen zum Unterschied von den Baurschen Versuchen die 
' Hydrolyse selbst von Siureamiden gering ist. Um ganz sicher 
mu sein, daB unsere Oxydationen nicht iiber die von E. Baur 
) aufgefundenen Oxysiiuren gehen, unterwarfen wir Milchsiiure und 
> Ammoniumlaktat der Oxydation an Tierkohle. Es entwickelte 
+ sich keine Spur Kohlensiure, so daB uns die in den Arbeiten der 
+ Baurschen Schule vorgebrachten Ergebnisse schwer verstind- 
~ lich sind. 


Die 'l'atsache, daB Acylierung der Aminogruppen die Oxydabi- 


" litat der Aminosiiuren verhinderte, legte es nahe zu untersuchen, 
3 was die Alkylierung der Aminogruppe hervorrufen wiirde. Dabei 
+ muSte man sich dariiber klar sein, daB N-alkylierte Aminosiuren 
7 mit Ausnahme des Sarkosins kérperfremd sind, ja daB sie nach 
7. Friedmann}, J. Kapfhammer?) an Tiere verfiittert, zum 
+ gréBten Teil wieder unveriindert ausgeschieden werden. Als wir 
» N-Methyl-Alanin oxydierten, setzte es sich zwei- bis dreimal so 
rasch um als Alanin, wobei Methylamin neben Kohlensiure in 
 entsprechender Menge und Aldehyd entstand. Es war nun zu 
> erwarten, da eine weitere Alkylierung zuerst zum N-Dialkyl- 
> Derivat und dann zum Betain zu nicht mehr oxydablen Produkten 
> tihren miBte, da nach dem Schema von Wieland der zur De- 
> hydrierung erforderliche Wasserstoff am N-Atom fehlt (vgl. die 
* uchtoxydable Amino-Isobuttersiure, bei der der Wasserstoft am 
> -Atom fehlt). Wiéahrend sich die Betaine und ihre Salze ohne 


weiteres bestindig verhielten, fanden wir in den N-Dialkyl-Amino- 


') Ber. Physiol. 11, 158 u. 194 (1908). *) Diese Z. 191, 113 (1930). 
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siuren, und wir untersuchten die Derivate von Glykokoll, Alanin 
und Leucin, an Tierkohle fuBerst leicht oxydable Substanzen. Sie 
zerfallen bereits bei Zimmertemperatur in 5—10 Stunden bis zu 
100°/,, wobei das Dialkylamin im Verhiltnis zur Kohlensiiure 
durchschnittlich 0,8:1 gefaBt werden konnte. Der entsprechende 
Aldehyd wurde durch Geruch, fuchsinschweflige Saiure oder p-Nitro- 
phenylhydrazin identifiziert. Das bei den Reaktionen entstandene 
Dimethylamin bzw. Diithylamin wurde, abgesehen von seiner 
quantitativen Bestimmung, als p-Nitro-benzoat erkannt. 
Dimethyl-glykokoll wurde nach R. Willstitter') aus Betain iiber 
den Methylester dargestellt, der bereits nach 2 stiindigem Kochen am Riick- 
fluB verseift war. Diithylalanin wurde nach E. Duvillier’) dargestellt 
und durch Sublimation im Hochvakuum bei 200° Badtemperatur gereinigt. 
4,908 mg Subst.: 10,340 mg CO,, 4,510 mg H,0O. 
C,H,,0,N Ber. C 57,88 H 10,42 Gef. C 57,46 H 10,28. 
N-Dimethyl-Leucin wurde analog dem Diithylalanin zum ersten Male 
aus o-Brom-Isocapronsiure und einer 33°/, igen wiBrigen Dimethylamin- 
losung dargestellt. Eine Reinigung iiber das Kupfersalz war nicht notwendig, 
da beim Eindampfen auf dem Wasserbade gleich eine feste, krystallinische 
Masse zuriickbleibt. Nach einmaligem Umkrystallisieren aus einem Alkohol- 
Essigester-Gemisch 1:2 zeigte die Substanz einen Schmelzpunkt von 187 bis 
187,5° unkorr. 
3,420 mg Subst.: 7,53 mg CO,, 3,24 mg H,O. — 3,361 mg Subst.: 
0,259 cem N (741 mm, 20°). 
C,H,,0O.N Ber. C 60,32 H 10,77 N 8,88 
Gef. ,, 60,05 ,, 10,60 ,, 8,75. 
Diese neu aufgefundene Autoxydation der Dialkylaminosiuren 
bedarf der Aufklirung ihres Reaktionsverlaufes. Nach folgenden 
3 Méglichkeiten kénnte sich die Oxydation abspielen: 





R-C-COOH R-CH=C-COOH 
4 | oder | 
1./~ HO—N(CH,), N(CH,), O 
7 R-C<py 
R-CH-COOH /4, —— | 
| — 
N(CH,). O=N(CH,), + CO, 
." — +HN(CH,), 
0, {NCH | 


Das erste Reaktionsschema, das dem von Wieland fiir 
natiirliche Aminosiiuren aufgefundenen Dehydrierungsverlauf uhn- 
lich wire, miBte von der Ammoniumform seinen Ausgang nehmen. 





) Ber. chem. Ges. 35, 603 (1902). 





*) C. r. Acad. Sci. 109, 149 (1889). 
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Dem widersprach aber, daB die Oxydation der Chlorhydrate der 
betr. Aminosiuren 5mal so langsam verlief. Die Méglichkeit, 
da8 die Dehydrierung in der Kohlenstoffkette nach den von 
M. Bergmann!) entwickelten Vorstellungen vor sich ginge, wurde 
durch die leichte Oxydabilitiit von N-Dimethyl-Glykokoll aus- 
geschlossen. In weiteren Versuchen konnten die Dialkylamino- 
siuren in Stickstoffatmosphire mit Dehydrierungsmitteln wie 
Chinon, Alloxan und Methylenblau mit Palladium nicht dehydriert 
werden. 


Diithylalanin wurde in der Schiittelapparatur in Stickstoffatmosphire 
mit Chinon behandelt, das auch bei Zusatz von Kohle keine Einwirkung 
zeigte. Verwendete man Alloxan, so konnte man auch mit Palladium bei 40° 
keinen Umsatz erzielen. Ging man mit der Temperatur aber gegen 60° 
hinauf, so trat eine Disproportionierung des Alloxans zu CO, und Alloxantin 
ein. Versuche mit Methylenblau verliefen bei 40° véllig negativ, bei héheren 
Temperaturen schien eine Entfirbung eingetreten zu sein. Blindversuche 
aber mit Methylenblau und Palladium zeigten dieselbe Erscheinung, d. h. 
es wurden von 0,5 g Palladium unter geringer Kohlensiurebildung in 
1 Stunde 20 cem m/100-Methylenblau entfiirbt, trotzdem das Palladium 
griindlichst gereinigt und in der Xylolpistole im Hochvakuum evakuiert 
worden war. 


Eine andere Gruppe von Versuchen bildeten die Dehydrierungs- 


versuche nach Langenbeck?) mit Isatin-5-sulfonsaurem Kalium. 
Auffallend ist, daB hiermit auch Monomethylalanin versagte. 


Die Versuche wurden in einer Apparatur mit Riickflu8kiihler vor- 
genommen, wobei im Luftbad auf 95° erhitzt wurde. Der dazu verwandte 
Stickstoff war sorgfiltig gereinigt. 


Tabelle IL. 
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Se 06] 15 | 3 | 5 | 4 | 128] 84 | 4,82] + 

Leucin ....]1 15 35 5 4 1/126] 4,2 | 3,76]: + 

_yeemm ....1 OS 15 35 5 > | 12,4 | 3,7 710,24] + 

Methylalaniu . . | 0,7 15 35 5 4 _ — — j- 

Diiithylalanin. . | 0,5 15 35 5 — ~~ —{- 
Dimethylglyko- 

a... se eo 6b oka ee i! 

Alaninimid. . . | 0,5 15 35 5 4 — — — |= 
































1) Diese Z. 187, 187 (1930); 205, 65 (1932). 
2) Ber. chem. Ges. 60, 930 (1927); 61, 942 (1928). 
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Die zweite Mdglichkeit des oxydativen Abbaus sieht eine 
Dialkyl-aminoxydsiure als Zwischenprodukt vor. Angesichts der 
leichten Oxydationsfihigkeit tertiiirer Amine mit Wasserstoffsuper- 
oxyd zu Aminoxyden war ein solcher Verlauf der Oxydation von 
vornherein nicht auszuschlieBen. Um dies nachzupriifen, stellten 
wir aus dem N-Dimethylglykokoll-Methylester und Wasserstoff- 
superoxyd die entsprechende Aminoxydsiure dar. Sie ergab in 
gepufferter und ungepufferter Lésung nach einigen Stunden nur 
eine ganz geringe CO,-Entwicklung (vgl. Tab. I) und kam daher 
als Zwischenprodukt nicht in Frage. Ubrigens sei bemerkt, da 
auch Aminoxyde an Tierkohle unveriindert bleiben. 

Darstellung der Dimethyl-aminoxyd-essigsiure. Der nach 
Willstaétter aus Betain dargestellte Ester der Dimethylamino-essigsiure 
wurde mit 3°/,igem Wasserstoffsuperoxyd 2 Tage bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen. Es wurden 3 g Ester mit 30 ccm Wasserstoffsuperoxyd 
angesetzt. Nach dieser Zeit reagierte das anfangs alkalische Produkt gegen 
Lackmus sauer. Nach dem Eindampfen im Vakuum bei 40° hinterblieb eine 
schén krystallisierte Substanz. Sie lie8 sich mit Alkohol leicht in Liésung 
bringen und mit Ather wieder ausfillen. In dieser vorgereinigten Form 
wurde sie aus einem Alkohol-Essigestergemisch (1:3) umkrystallisiert. Nach 
scharfem Trocknen zeigte sie einen Schmelzpunkt von 126—127° unter 


Gasentwicklung. Die Siure lieB sich in wiBriger Liésung gegen Phenol- 
phthalein einwandfrei titrieren. 


0,1048 g Subst. verbrauchen 8,00 cem wags 1a 
Ber. 7,85 ae pa 

3,631 mg Subst.: 5,42 mg CO,, 2,41 mg H,O. — 3,705 mg Subst.: 
0,392 eem N (746 mm, 219), 

C;H,,0,N Ber.: C 40,34 H 7,56 N 11,77 
Gef.: ,, 40,71 ,, 7,48 ,, 12,06. 

Was nun die dritte Art des Reaktionsverlaufs anlangt, nim- 
lich iiber ein peroxydartiges Zwischenprodukt, so scheint sie uns 
nach den Versuchen, die gleich aufgezihlt werden sollen, als die 
wahrscheinlichste. Bereits H. Gaffron') beschreibt Peroxydbildung 
an Aminen durch Photooxydation mit Farbstoffen als Sensibili- 
satoren. Er vermag den aktiven Sauerstoff volumetrisch und jodo- 
metrisch nachzuweisen. Dies hat insofern einen gewissen Bezug 
auf unsere Aminosiiure, als wir feststellen konnten, daB tertiiire 
Amine an Tierkohle genau so angegriffen werden wie die ent- 
sprechenden Siuren: es entstand z. B. aus Trimethylamin, Formal- 
dehyd und Dimethylamin in reichlicher Ausbeute. 


3g 40°/,ige wiBrige Trimethylaminlésung wurde mit 15 cem Wasser 


) Ber. chem. Ges. 60, 2229 (1927) u. 60, 755 (1927). 
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verdiinnt und mit 2 g Kohle in geschlossenem GefaB unter Sauerstoffiber- 
druck bei 35° etwa 30 Stunden geschiittelt. Es konnte daraus Formaldehyd 
als p-Nitro-phenylhydrazon in einer Ausbeute von 30°/, d. Th. isoliert 
werden, wihrend Dimethylamin, durch die verschiedene Lislichkeit der 
Perjodide von Trimethylamin getrennt, in 50°/,iger Ausbeute gefaBt wurde 
und als p-Nitro-benzoat identifiziert werden konnte. Schmelzp. 99—100°. 
Monomethylamin konnte nicht gefaBt werden. 


Von einer ihnlichen Reaktion berichtet schon W.Traube?), 
der aber mit Kupferpulver und primiren Aminen experimentierte, 
wobei er Ammoniak und Aldehyde fassen konnte. In diesem Zu- 
sammenhang sei an die Arbeiten von D. Vorlinder?) erinnert, 
der feststellte, daB die tertiiren Amine gegeniiber den sekundiaren 
und priméren Aminen durch Oxydationsmittel, z. B. KMnO,, viel 
rascher abgebaut werden.’) 

Nun stellten wir uns die Aufgabe, die Peroxydzwischenstufe 
durch eine Reaktion auf aktiven Sauerstoff nachzuweisen. Hindernd 
stand im Wege, da8 diese Zwischenstufe an Tierkohle nur sehr 
kurzlebig sein mufSte. Es wurden die Jodausscheidungen von 
Dialkylaminoséuren, nachdem sie kurze Zeit mit Sauerstoff und 
Tierkohle behandelt worden waren, gepriift. Als Blindversuche 
wurden zur gleichen Zeit erstens Lésungen der Dialkylamino- 
siuren ohne Kohle, zweitens Lésungen der entsprechenden Menge 
Aldehyd, Dialkylamin und Kohle, drittens Aminosiure und Kohle 
und viertens Wasser und Kohle angesetzt. Wéhrend die Blind- 
versuche fast vollig negativ verliefen, zeigte sich bei den Dialkyl- 
aminosiureversuchen in angesiiuerter Jodkali-Stirkelisung eine 
Blaufairbung, die sich nach 5—10 Minuten deutlich verstirkte, 


Tabelle IL. 



































ie er Menge Kohle Wasser isis J od- 
in g ing | in cem reaktion 
Dimethyl-leucin .| 0,05 i 0,1 10 In die +++ 
Te, a. ae 0,05 — 10 Lésungen - 
Isovaleraldehyd . 0,027 01 10 wurde re 
+ Dimethylamin . 0,014 / 2—3 Minuten 
eee 0,05 0,1 10 bei Zimmer- ~ 
osm... Sa _ 0,1 10 temperatur ~ 
0,003°/,iges H,O,. |] 1cem 0,1 10 Sauerstoff + 
0,003°/,iges H,O,.] 1. ,, -~ 10 geleitet. +++ 





) Ber. chem. Ges. 39, 183 (1906). 

*) Liebigs Ann. 345, 272 (1906); vgl. 345, 256/257. 

*) Dieser Abbau der tertiiiren Amine an Tierkohle wird weiter verfolgt 
und auf kompliziertere tertiiire Amine iibertragen. 
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'wihrend die Blindversuche farblos blieben. Wurde eine sehr 
yerdiinnte Lésung von Wasserstoffsuperoxyd auf die gleiche Weise 
| behandelt, so zeigte uns die fast véllig negative Jodreaktion, daf 


es an der Tierkohle in kirzester Zeit zerstért worden war. 
Hine weitaus iiberraschendere Reaktion, die in dieselbe Richtung 

wies, fand sich darin, daf die N-Dialkyl-Aminosiuren zum Unter- 

schied von den natiirlichen primiiren Aminosiiuren durch Himin 


_katalytisch autoxydiert werden kénnen. 


0,166 g Dimethylleucin wurde in 25 cem Wasser mit 15 ccm einer m/50 
sekundiiren Natriumphosphatlésung, die pro cem 1 mg Himin enthielt und 
5 eem m/4 sekundiren Natriumphosphatlésung bei 40° 6 Stunden im Sauer- 
stoffstrom geschiittelt. Es wurde mit Phosphorsiure angesiuert und 5,5 mg 
Kohlensiiure gefunden. Das entspricht einer 12°/,igen Umsetzung. Die 
Kuhnsche') Beobachtung, daB Leucin unter genau denselben Verhiltnissen 
nicht oxydabel ist, konnten wir bestiitigen. AuBerdem stellten wir fest, daB 
Dimethylleucin in gepufferter Lésung ohne Hiimin nicht autoxydabel ist. 

0,324 g Diithylalanin in 5cem Wasser wurde mit 30 cem obiger Phos- 
phat-Himinlésung und 10 ccm m/4 sekundirer Natriumphosphatlésung 
16 Stunden bei 40° geschiittelt. Es entstanden 12,1 mg Kohlensiure, was 
einer 12,3°/,igen Umsetzung entspricht. Dem gegeniiber konnten 17,2 mg 
Diithylamin gefaBt werden; Acetaldehyd konnte durch Geruch und fuchsin- 
schweflige Siiure nachgewiesen werden. 

Wie bekannt, ist es zuerst D. C. Harrison’) gelungen, 
Cystein und M. E. Robinson’) Leinél mit Himinlésungen kata- 
lytisch zu oxydieren. Wiahrend die Oxydation der Schwefelwasser- 
stoffderivate durch H. A. Krebs‘) eine nihere Untersuchung fand, 
hat sich R. Kuhn®) damit beschiftigt, ungesiittige Fettsiuren, 
Stearine und Polyenfarbstoffe in den Kreis dieser interessanten 
Reaktionen einzubeziehen. Ebenso ist es ihm gelungen, die 
Benzaldehydautoxydation®) durch Himin stark zu beschleunigen. 

Da die meisten der oben angefihrten Reaktionen reaktions- 
chemisch Peroxydbildung bedeuten, so ist es naheliegend, die 
Oxydabilitét der N-Dialkylaminosiuren durch Himin, wie wir 
es schon diskutiert haben, ahnlich zu erkliren. Uber die nihere 
Konstitution der peroxydischen Zwischenstufe und ihren Zerfall 
zu den Endprodukten kénnen wir nichts Genaueres aussagen. 
Jedenfalls muB der Stickstoff der erste Angriffspunkt fiir den 





1) Ber. chem. Ges. 61, 1566 (1928). 

*) Biochemic. J. 18, 1009 (1924). 

8) Biochemic. J. 18, 225 (1924). 

*) Biochem. Z. 204, 322 u. 343 (1929). 

5) Diese Z. 185, 193 (1929); Ber. chem. Ges. 59, 2370 (1926). 
6) Naturw. 16, 1028 (1928). 
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Sauerstoff sein, da die peralkylierten Aminosiuren, die Betaine, 
gegen die Oxydation an der Tierkohle bestindig sind. — Privat- 
dozent Dr. H. A. Krebs von der Medizinischen Klinik Freiburg i. Br. 
war so entgegenkommend und hat anschlieBend an die natiir- 
lichen Aminoséuren, die in seinen Versuchen an Nierenschnitten 
zu o-Ketosiiuren’) oxydativ desaminiert werden, unsere Dialkyl- 
aminosiiuren seinen Versuchsbedingungen unterworfen. Sie er- 
wiesen sich als unangreifbar. Daraus ziehen wir mit aller Vor- 
sicht den SchluB, daB das von H. A. Krebs aufgefundene 
Oxydationsferment der Aminosiiuren in der Niere keine Verwandt- 
schaft mit himinartigen Substanzen besitzen kann. Ubrigens stellte 
H. A. Krebs fest, daB es blausiureunempfindlich ist, was diese 
Vermutung bekriftigt. 

Wir sind geneigt, dieses Nierenferment als typische Dehydrase 
anzusprechen, sowie beispielsweise die Schardingerenzyme und das 
Enzym der Milchsiurebakterien Dehydrasen sind, wihrend Himin 
und etwa auch die Atmungsfermente Warburgs in bezug auf 
ihre Wirkungsweise Oxydasen wiiren. — Wie das Ergebnis”) 
der Oxydationstagung im Miirz 1932 in Heidelberg zeigt, handelt 
es sich heute darum, einerseits den Reaktionsverlauf von biologi- 
schen Oxydationsprozessen, andererseits die daran beteiligten 
Katalysatoren zu kliren. Die Tierkohle demonstriert modellmifig, 
daB es auf das Substrat ankommt, ob sie einmal als Dehydrase 
(im Fall der Aminosiuren) oder als himinartiger Schwermetall- 
katalysator (im Fall der tertiiiren Aminosiiuren) wirkt. 


Der Freiburger Wissenschaftlichen Gesellschaft sind wir fir 
die Unterstiitzung bei dieser Arbeit zu gré8tem Dank verpflichtet. Ebenso 
méchten wir der Firma E. Merck, Darmstadt, fiir die Uberlassung von 
Aminosiiuren bestens danken. 





') Klin. Wsebr. 11, 1744 (1932). 
*) Vgl. Naturw. 20, 467 u. 483 (1932). 
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Uber die katalatische Aktivitét von Himinkomplexen. 
5. Mitteilung tiber Katalase.') 


Von 


Kurt G. Stern. 
Mit 16 Figuren im Text. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Laboratorium des Strahleninstitutes 
am Rudolf Virchow-Krankenhaus, Berlin). 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Dezember 1932.) 


Die Bedeutung der Bindungsart des Eisens fiir die katalatische 
Aktivitit einer Verbindung geht aus folgendem Vergleich hervor: 
Ferro- bzw. Ferri-[onen zerlegen in der gleichen Zeit und unter 
gleichen Bedingungen 107° Mole Hydroperoxyd, unter welchen 
Himin 107? Mole und Katalasen 10° Mole Hydroperoxyd zu 
spalten vermégen. Wird demnach die katalatische Leistung beim 
Kinbau des Kisens in das Porphyringeriist um etwa drei Zehner- 
potenzen gesteigert, so tritt die entscheidende Aktivierung erst 
bei der Paarung des Haminrestes mit dem Katalaseprotein ein 
vorausgesetzt, daB weder das besondere Himin, noch das Protein 
des Enzyms fiir sich allein die auBerordentlich groBe Leistungs- 
fihigkeit bedingen. 

Im Verlaufe der hier mitzuteilenden Untersuchungen wurde 
der Versuch unternommen, durch Modellversuche Einblick in die 
Art der Bindung zwischen der Haimingruppe und dem Protein 
der Katalase zu gewinnen. Zu diesem Zweck wurde eine Reihe 
von Haéminkomplexen mit einfach gebauten Stickstoffbasen sowie 
mit Globin bereitet und ihre katalatische Aktivitit in Abhingig- 
keit von der Wasserstoffionenkonzentration bei Anwendung iqui- 
molarer Katalysatorkonzentrationen studiert. Zur Erginzung 
wurden einige spektroskopische Beobachtungen angestellt (vgl. den 
Versuchsteil). Bei den Versuchen wurde auf zwei Punkte be- 
sonderes Gewicht gelegt. Erstens wurden auch solche Himin- 
komplexe, die wie Himoglobin oder Methimoglobin natiirlich er- 
haltlich sind, durch Resynthese aus den Spaltprodukten bereitet. 
Nur so ist es méglich, Taiuschungen durch etwa anhaftende 


1) Zum Teil auszugsweise vorgetragen auf dem XIV. Internationalen 
Physiologenkongre8 zu Rom, September 1932. 


8* 
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Begleitstoffe, wie z. B. Blutkatalase, auszuschlieBen. Zweitens 
wurde bei den Spaltversuchen die gleiche, optimale Substrat- 
konzentration (etwa 0,01 n-H,O,), Versuchstemperatur (0°C) und 
Pufferkonzentration (m/150-Phosphatpuffer) eingehalten wie bei 
den enzymatischen Versuchen.') Dies ist erforderlich, um die 
Ergebnisse vergleichbar zu gestalten. Die Bestimmung der kata- 
latischen Aktivitét geschah auch in diesen Versuchsreihen durch 
Probeentnahme in Intervallen von 3 Minuten und mikrojodo- 
metrische Titration des unverbrauchten Hydroperoxyds. Bei 
diesem Verfahren wird im Gegensatz zur Permanganattitration 
der Katalysator nicht mittitriert.?) 

Eine Durchsicht der Literatur iiber Himinkatalysen férderte ein 
Material zutage, dessen kaum in Ansiitzen systematische Bearbeitung im 
Gegensatz zu der Bedeutung des Problems steht. Eine Ubersicht soll dem- 
niichst an anderem Orte gegeben werden.*) In bezug auf die katalatische 
Leistungsfihigkeit sei hier als wesentlich hervorgehoben: Wihrend Oxy- 
hiimoglobin nach den meisten Autoren katalatisch unwirksam ist, besitzt 
das Protohimin deutliche katalatische Aktivitit [Kuhn und Brann.*‘)] Die 
anderen Himine zeigen meist noch héhere Aktivitit, das Koprohimin wohl 
die grébte.°) Die Beobachtung, dab Hiimin durch organische Basen aktiviert 
werden kann, stammt von Kuhn und Brann (a. a. 0.), die den aktivierenden 
Effekt des Pyridins auffanden. In jiingster Zeit haben Langenbeck und 
Mitarbeiter®) die katalytische Wirksamkeit der Imidazol-parahimatine als 
Katalasen, Peroxydasen und Oxydasen studiert und hierbei u. a. die 
bemerkenswerte Aktivierung der katalatischen Leistung durch Imidazol und 
4(5)-Methylimidazol gefunden. SchlieBlich sei angefiihrt, daB Kuhn und 
Wassermann’) die katalatische Aktivitiit des Himins durch Adsorption 
an ‘Tierkohle erheblich erhéhen konnten. 

Bei den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurde zuniichst 
mit Protohimin gearbeitet, und zwar mit kristallisiertem Chlor- 
himin aus Pferdeblut, das gewéhnlich als Schalfejeff-Hamin 
bezeichnet wird. Es wurden Komplexe dieses Himins in alka- 
lischer Lisung mit einer Reihe von Stickstoffbasen bereitet und 
jeweils die katalatische Aktivitat der oxydierten Form — des 
Parahimatins — sowie der mittels Hydrosulfitbehandlung er- 
haltenen reduzierten Stufe — des Himochromogens — bestimmt. 
Es wurde stets die gleiche Himinmenge mit einem UberschuB 


1) Vgl. die 1. und 3. Mitteilung, Diese Z. 204, 259; 209, 176 (1932). 

*) Es wurde die zur Entfirbung benétigte Thiosulfatmenge notiert, 
etwaige schwache Nachbliuungen nicht beriicksichtigt. 

5) In ,,Angewandte Chemie“. *) Diese Z. 168, 27 (1927). 

5) R. Kuhn u. L. Brann, a. a. O.*); K. Zeile, Diese Z. 189, 127 (1930). 

6) W. Langenbeck, R. Hutschenreuter u. W. Rottig, Ber. chem. 
Ges. 65, 1750 (1932). 

7) R. Kuhn u. A. Wassermann, Ebenda 61, 1550 (1928). 
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der Base zusammengebracht und die Komplexbildung durch 
Arbeiten in relativ konzentrierter Lisung begiinstigt. Die Re- 
duktion zum Himochromogen wurde stets nach dem Vermischen 
der Komponenten vorgenommen, Bei der gewihlten Alkalikonzen- 
tration (0,5 n-Natronlauge) der Stammgemische lag das Himin 
sicher in Form des Oxyhimins (Himatins) vor, in dem das Chlor 
durch Hydroxyl ersetzt ist. Die beim Einbringen der Kata- 
lysatoren in die hydroperoxydhaltigen Spaltansatze auftretenden 
Farbinderungen sowie spektroskopische Befunde zeigen, daB fast 
simtliche untersuchten Komplexe hierbei chemische Anderungen 
erleiden. Diese diirften bei den Hiimochromogenen zuniichst in 
einer Reoxydation des Himineisens durch das Hydroperoxyd be- 
stehen. AuBerdem dissoziieren die meisten Komplexe infolge der 
starken Verdiinnung, des geringen Baseniiberschusses sowie bei 
nichtoptimaler Wasserstoffionenkonzentration. Endlich treten ir- 
reversible Abbaureaktionen der Himin- und der Basenkomponente 
unter der Einwirkung des Hydroperoxyds ein. Nur bei einigen 
Imidazol- und Pyridinkomplexen scheint die Bindungsfestigkeit 
ausreichend groB zu sein, um im Spaltversuch die katalytische 
Wirksamkeit der intakten Komplexe zur Geltung kommen zu 
lassen. Trotzdem also in den meisten Fiillen der wirksame Kata- 
lysator nicht identisch ist mit dem zugesetzten Komplex, beweisen 
die fiir jede angewandte Verbindung verschieden gelegenen p,- 
Optima sowie ihre unterschiedlichen, reproduzierbaren katalatischen 
Aktivitiiten einen charakteristischen Einflu8 der verschiedenen 
N-Basen auf die Himinkatalase. Die Ergebnisse dieser Versuche 
sind in der Tab. I zusammengestellt. Den Verlauf der p,-Kurven 
zeigen die Fig. 1 bis 15. 

Aus der nachstehenden Tab. I geht hervor, da8 die stirkste katalatische 
Aktivitét unter den gepriiften Komplexen dem Nikotin-parahiimatin und be- 
sonders den Imidazol- und Histamin-parahiimatinen sowie dem 4(5)-Methyl- 
imidazol-himochromogen zukommt. Am aktivsten erwies sich das Histamin- 
parahimatin, Diese Verbindung, deren Bestiindigkeit gegen verschiedene 
Faktoren (pq, Hydroperoxyd) eine grofSe ist, besitzt médglicherweise auch 
physiologisches Interesse, da auch im Organismus frei auftretendes Himatin 
und Histamin unter Komplexbildung reagieren diirften. Es wire denkbar, 
daB dieser Histaminkomplex auBer seiner katalatischen Wirksamkeit auch 


andere katalytische Eigenschaften besitzt, die fiir die pharmakologische 
Wirkung des Histamins von Bedeutung sein kénnten.') 


') Anmerkung bei der Korrektur: Vgl. hierzu die Literaturangabe 
(Chem. Z. 1930, II 765), wonach Histamin-himochromogen, an verschiedene 
Adsorbentien gebunden, eine 15 mal wirksamere Oxydase darstellt als das 
freie Hiimin (Britisches Patent E.P. 304731 der Schering-Kahlbaum A.-G.). 
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Tabelle I. 
Aktivitiét bei optim. p, 
: (Anzahl der pro Sekunde 
Verbindung ace bei 0° durch ein Molekiil 
Katalysator gespaltenen 
H,0,-Molekiile) 


Protohiminkomplexe 





EE er eee ae 
Reduziertes Hiimatin . . 


Methylamin-parahimatin 
Methylamin-himochromogen . 


Glykokoll-parahimatin . 
Glykokoll-himochromogen 


Pyridin-parahimatin 
Pyridin-hiimochromogen 


Piperidin-parahimatin can 
Piperidin-himochromogen . . 


«-Picolin-parahimatin. . . 
«-Picolin-himochromogen . 


1-Tyrosin-parahimatin. . . 
1-Tyrosin-himochromogen . 


Nikotin-parahimatin 





Nikotin-himochromogen. . 








| Protohimin-Imidazolkomplexe 


Imidazol-parahimatin. . . 
Imidazol-himochromogen 


pk ese mes nase, Sm 
4(5)-Methylimidazol-hamochromogen 


]-Histidin-parahimatin. .. . 
]-Histidin-himochromogen . . 


Histamin-parahimatin , 
Histamin-himochromogen . . 


Imidazoldicarbonsiure-parahimatin . 
Imidazoldicarbonsdéure-himochromogen 


Benzimidazol-parahimatin. . . 
Benzimidazol-himochromogen . . 


Pilocarpin-parahimatin .. . 





Pilocarpin-himochromogen 





7,3 3,19-10~? 
6,9 2,24-10-? 
8,3—8,7 5,12-10-? 
8,7 1,96-10—? 
6,9 3,83-10~? 
3,6 3,12-10—? 
6,3 3,72-10~? 
6,3 4,27-10-? 
8,5 5,13-10—? 
8,5 2,84+10—* 
8,3 3,1 -107? 
6,3 2,49-10~? 
8,7 4,07-10~? 
6,9 3,56-10—? 
7,3 6,16-10~? 
6,9—7,3 3,92-10—? 
4,5 6,69-10—? 
4,5 5,61-10—? 
7,9 4,59-10~? 
5,9 7,68-10~? 
7,3—8,3 4,49-10—? 
4,5—6,9 1,98-10—? 
8,4 8,65-10—? 
6,9 3,81-10—? 
7,2 4,47-10~? 
3,6 3,1 -107? 
7,2 4,99-10—? 
7,2 4,33-10—? 
7,3—8,7 3,34-10—? 
6,3 2,75-107—? 


Von den in der unteren Hilfte der Tab. I aufgefiihrten Imidazol- 
komplexen sind die Parahiimatine des Imidazols, sowie des 4(5)-Methyl- 
imidazols und des Pilocarpins in der Reihe der von Langenbeck und 


Mitarbeitern untersuchten Komplexe enthalten. 


Die anderen Derivate des 


Imidazols, sowie alle reduzierten Formen sind erstmalig im Laufe der 





— 


























Uber die katalatische Aktivitit von Himinkomplexen. 39 


vorliegenden Arbeit herangezogen worden.') Nach den vorliegenden Er- 
gebnissen hat es den Anschein, als ob die Carboxylgruppe am Imidazolring 
die katalatische Aktivitéit erniedrigt (Histidin, Imidazoldicarbonsiiure), wiih- 
rend die Aminogruppe (im Histamin = Imidazoy]-iithylamin) aktivierend wirkt. 


Zusammenfassend kann iiber diesen Teil der Versuche gesagt 
werden, daB die Kopplung des Himins mit N-Basen meist zu 
einer Verstarkung seiner katalatischen Wirksamkeit fiihrt, wobei 
die Himochromogene (mit zweiwertigem Himineisen) als Kata- 
lysatoren bzw. als Katalysagene (Katalysatormuttersubstanzen im 
Sinne von B. Kisch) den entsprechenden Parahimatinen (mit drei- 
wertigem Himineisen) meist unterlegen zu sein pflegen. In keinem 
Falle konnte die Aktivitit des Himins durch Komplexbildung in 
die GréBenordnung der Katalase erhoben werden. 

In der Folge wurde zu Himinkomplexen iibergegangen, in 
denen als stickstoffhaltiger Partner des Hamins das Globin fungiert. 
Zunichst wurden die vier méglichen Komplexe der Protohimin- 
Globinreihe bereitet, nimlich Himoglobin (reduziertes Him + na- 
tives Globin), Methimoglobin (oxydiertes Him + natives Globin), 
Globin-himochromogen (reduziertes Him + denaturiertes Globin) 
und Kathimoglobin oder Globin-parahimatin (oxydiertes Hiim + de- 
naturiertes Globin). Das Globin wurde zunachst nach der Vor- 
schrift von Holden und Freeman?) aus Ochsenblut gewonnen. 
Zu den Versuchen mit denaturiertem Globin wurde das Protein 
in 0,5 n-Natronlauge gelést, waihrend das Protein zu den Ver- 
suchen mit nativem Globin in destilliertem Wasser gelést an- 
gewandt wurde. Wie die Tab. II zeigt, besaBen diese Komplexe 
eine gewisse katalatische Aktivitat, die im Falle des Himoglobins 
am schwiachsten war. Da die Bereitung der Komplexe dieser 
Versuchsreihe ebenso wie in den friiheren Versuchen in 0,5 n- 
Natronlauge vorgenommen wurde, besteht die Méglichkeit, daB im 
Spaltversuch eine Wirksamkeit dieser Komplexe durch Gegenwart 
freien Hamatins vorgetiuscht wurde. Fiir diese Annahme spricht, 
daB bei spiaiteren Versuchen, in denen die Komplexbildung in sehr 
schwach alkalischer Lésung (0,2 °/, Na,CO,) vorgenommen wurde, 
Methamoglobin katalatisch unwirksam gefunden wurde. 

AnschlieBend wurde eine Reihe von Parahimatinen gepriift, 
in denen aufer Protohimin einige andere Himine mit nativem 





1) Das 4(5)-Methylimidazol, Benzimidazol und die Imidazoldicarbon- 
siure wurde freundlichst von Herrn Prof. 0. Gerngro8 zur Verfiigung 
gestellt, dem auch an dieser Stelle bestens gedankt sei. 

*) H. F. Holden u. M. Freeman, Austral. J. exper. Biol. a. med. Sci. 
5, 213 (1928). 
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Globin verbunden vorlagen (die entsprechende Protohimin- 
verbindung stellt das Methamoglobin dar). Die benutzten Himine, 
nimlich Deuterohimin, Mesohimin, Himatohimin, Pyrrohamin 
und Phyllohamin (die beiden letztgenannten stellen aus Chloro- 
phyll bereitete Himine dar) wurden uns teils fertig, teils in Form 
der Porphyrine freundlichst von Herrn Prof. O, Warburg iiber- 
lassen. Aus den Porphyrinen wurden in iblicher Weise durch 
Hinfiihrung des Hisens als Ferroacetat in Hisessig die entsprechenden 
Hamine erhalten. Das Globin wurde nach der Vorschrift von 
Hamsik') aus Rinderblut gewonnen und stellte nach dem Ergeb- 
nis der spektroskopischen Priifung natives Globin (in Form des 
Oxalats) dar. 

Wie die Versuche ergaben, stellen alle gepriiften Methimo- 
globine katalatisch beinahe unwirksame Komplexe dar, mit Aus- 
nahme des Himatomethimoglobins, dessen betrachtliche katalatische 
Aktivitait, wie wir uns tiberzeugten, von der erheblichen Aktivitit 
des Himatohamins selbst herriihrt (vgl. Fig. 16), Diese entspricht 
im p,-Optimum (p,, 7) etwa der Aktivitét des Imidazol-parahima- 
tins. Die Aktivitit der anderen Hiimine, wie z. B, des bereits 
von Zeile*) gepriiften Deutero- und Mesohimins, scheint durch 
die Bindung an Globin eine Hemmung zu erfahren (vgl. die 
Tab. I). Diese Versuche machen im Verein mit unseren Kennt- 
nissen des isoelektrischen Punktes*) und des Molekulargewichtes *) 
der Katalase die Annahme unwahrscheinlich, da8 das Protein des 
Enzymkomplexes identisch mit dem Globin ist. 

In Tab. II ist auch ein Stromaprotein-Protohiminkomplex 
aufgefiihrt. Das Stromaprotein wurde aus Rindererythrocyten im 
wesentlichen nach einer Vorschrift von J. Bang) bereitet. Die 
geringe katalatische Aktivitét des Komplexes ist im Hinblick auf 
iltere Angaben von Interesse, nach denen die Blutkatalase ihren 
Sitz im Stroma der Erythrocyten haben solite.*) Die daraus 
hergeleitete Vermutung, daB die Proteinkomponente des Enzyms ein 
Stromaprotein darstellt, erfahrt durch diesen Versuch keine Stiitze. 


‘) A. Hamsik, Spisy lik. Fak. masaryk. Univ. Brno (tschech.) 8, H. 77, 
(1930); Ref. Ber. Physiol. 59, 209 (1930). 

*) K. Zeile, Diese Z. 189, 127 (1930). 

*) K. G. Stern, Diese Z. 208, 86 (1932). 

*) Unverdéffentlichte Versuche des Verfassers. 

°) J. Bang, Der Harn. Herausg. v. C. Neuberg, S. 962 (Berlin 1910). 

* Vgl. C. Oppenheimer u. R. Kuhn, Die Fermente. 5. Aufl. 
Bd. II. (1925). 
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Tabelle I. 
































Himin-Proteinkomplexe Pu bei 
Optimum , 
optim. py") 
Protohiminkomplexe (in 0,5 n-NaOH bereitet) 

Himoglobin (red. Protohim + nativ. Globin) . 6,9 1,43-10~? 
Methimoglobin (oxyd. Protohiim + nativ. Globin) . 7,9 3,63-10~? 
Himochromogen (red. Protohiim + denativ. Globin) 6,9 1,47-107? 
Kathimoglobin (oxyd. Protohim + denativ. Globin) 6,9 2,75°107? 
Stromaprotein-himatin .........2.... 3,6 1,63-10~? 

Globinkomplexe verschiedener Hiimine 

(in 0,2°/, Sodalésung bzw. neutraler Loésung bereitet) 

Proto-Methimoglobin (oxyd. Protohim + nativ. Globin) — 0 
Ee a a 8,3 1,4 +107?) 
Deutero-Methimoglobin. ............ 8,3 0,9 -10~? 
Meso-Methimoglobin ...........4... 7 0,37-107? 
Himato-Methimoglobin. ............ 7 6,5 -107~? 
ee a ee ee ee 7,3 6,3 -10—%) 
Phyllo-Methimoglobin ............. 8,3 0,37-10~? 
Pyrro-Meetnmogiobin. .. 2... 2-5 see 6 0,7 -107? 








*) Vgl. dazu Tab. I. 


Zum Schlu8 sei noch das Ergebnis einiger Versuche mit 
dem Schneckenfarbstoff Helicorubin mitgeteilt, von dem uns Herr 
Dr, E. Negelein freundlicherweise eine Probe zur Verfiigung 
stellte. 

Das Helicorubin ist unter den fiir Katalase optimalen Be- 
dingungen p,, 7, 0° C, 0,01 n-H,O,) in einer Konzentration kata- 
latisch véllig unwirksam, in der z. B. Protohiimin noch deutlich 
wirksam ist (vgl. Versuchsprotokoll Nr. 1). In zehnfach héherer 
Konzentration (18 mg in 50 ccm Spaltansatz) ist nach 93 Stunden 
nur eine geringe Abnahme der Substratkonzentration festzustellen 
(Protokoll Nr. 2). Wird jedoch zum Spaltansatz Pyridin im Uber- 
schu8 zugefiigt, so ist in der gleichen Versuchszeit eine Hydro- 
peroxydspaltung um iiber 50°/, der Ausgangsmenge eingetreten 
(Protokoll Nr. 2). Dieser Befund ist folgendermaBen zu deuten: 
Wie M. Anson und A. Mirsky’) festgestellt haben, liefert Helico- 
rubin mit Pyridin das gleiche Pyridin-himochromogen wie Himo- 
clobin. Das Him des Helicorubins ist demnach mit dem Proto- 
him identisch. Im Helicorubin liegt das Protohim mit einem 

1) J. of Physiol. 60, 161 (1925); vgl. auch die Ubersicht der gleichen 
Autoren in Physiol. Rev. 10, 506 (1930). 















ccm QE? -Tiosuffal-Uimsak nach 15 Minuten ———————» 
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noch unbekannten stickstoffhaltigen Traiger verbunden vor, der 
gleich dem Globin die katalatische Aktivitét des Himinrestes 





unterdriickt. Der bei Pyridinzusatz zur Helicorubinlésung erzielte 
katalatische Effekt ist demnach auf die Ablésung des Him 
durch die Base und die Bildung des wirksamen Himochromogens 


zuriickzufiihren. 


Der Raumersparnis halber 


Versuchsteil. 


sind die Versuchsergebnisse im 


Allgemeinen Teil in Gestalt der Tab. I—IL sowie der Fig. 1—16 
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Hamochromogene. 
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Fig. 9—16. 
Ausgezogene Kurven: Parahimatine. 
Gestrichelte Kurven: Hamochromogene. 
(Mit Ausnahme von Fig. 16. 


Im folgenden sollen nur einige spektroskopische 
Beobachtungen sowie die Helicorubinversuche beschrieben werden. 


Katalatische Aktivitat des Helicorubins. 
Protokoll 1. 
10 mg Helicorubin in einigen Tropfen 0,1 n-Natronlauge gelést, mit 


Briunliche Lésung. 


1. 385 ccm 0,02 n-H,O,, 
+ 10cem m/15-Phosphatpuffer, py 7, 


+ 4ccm Ag. dest. 





49 ccm 





Vel 
een 


2¢ 
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4,9 ecm fiir die Nullabnahme entnommen. Zum restlichen Ansatz 0,9 cem 
der Helicorubinlésung = 1,8 mg Helicorubin gegeben. Nach 3, 6, 9, 12 
und 15 Minuten je 5cecm entnommen. In den Vorlagen 10 cem 1°/,ige 
KJ-Lésung + 3 cem 33°/,ige H,SO,. Zur Beschleunigung der Jodabscheidung 
einige Tropfen Molybdansiurelésung zugefiigt. Ergebnis der Titration nach 
einer Versuchszeit von 0 Minuten 3,61 cem, nach 15 Minuten 3,71 ccm 
0,02 n-Thiosulfatlésung. Demnach ist keine Hydroperoxydspaltung ein- 


getreten. 
2. 35 ccm 0,02 n-H,0,, 


+- 10 cem m/15-Phosphatpuffer, py 7, 
+ 1cem Aq. dest., 
+ 4ccm Helicorubinlésung = 8 mg Helicorubin 


50 ecm Volumen 





Ergebnis der Titration: 


Ve ss we 0 15 30 Min. 18 Stdn. 
cem n/50-Thiosulfat . . . . 3,56 3,65 3,68 8,51 





Protokoll 2. 


40 mg Helicorubin in 5 Tropfen 0,1 n-NaOH gelést, mit Aq. dest. auf 
2cem verdiinnt. 


1. Helicorubin ohne Pyridinzusatz: 


35 cem 0,02 n-H,0,, 
+ 10 cem m/15-Phosphatpuffer, py, 7, 
+ 4ccem Aq. dest. 


49 cem 

Minus 4,9 ecm fiir Nullabnahme. Rest + 0,9 cem Helicorubinlésung = 18 mg. 

Ergebnis der Titration: 
Versuchszeit . . .. . 0 40 120 Min. 22 25 93 Stdn. 
ecm n/50-Thiosulfat . . 3,71 3,64 3,62 8,51 3,50 3,21 

2. Helicorubin mit Pyridinzusatz: 

Anordnung wie unter 1., doch an Stelle des Wassers 4 ccm reinstes 
Pyridin im Spaltansatz. 
Versuchszeit . . . . . 0 40 120 Min. 22 25 93 Stdn. 
ecm n/50-Thiosulfat . . 3,77 3,67 3,64 2,89 2,53 1,71 











Spektroskopische Untersuchungen. 
Pyridin-Himochromogen. 


1. Bestindigkeit bei variiertem p,. 25mg Himin + 0,1 cem 
Pyridin in 7,5 ccm 0,5 n-NaOH gelést, mit Hydrosulfit reduziert. Je 1 ccm 
zu den iiblichen Ansitzen (mit Aq. dest. anstatt mit H,O, angesetzt) gegeben 
und jeden Ansatz nach dem Zugeben spektroskopisch untersucht. 

Pu 2,6: Bildung grober, leicht zerteilbarer brauner Flocken. Kein 
Himochromogenspektrum mehr sichtbar, dafiir breite Bande bei 650 uy. 
Endabsorption bei 700 wu. Bande wird mit Zubodensinken der Flocken 
immer schwicher. Lésung nur schwach gefiirbt. 
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Py 2,9: Bildung grober, zuniichst roter Flocken. Sogleich: Héamo- 
chromogenspektrum zunichst noch sichtbar (I 530, Il 560) Linie bei 650 

schwach. — Nach 5 Minuten: Alle Linien sind mit dem Absetzen der B 
Flocken sehr undeutlich geworden. | 

Py 6,2: Klare, rote Lésung, starkes Himochromogenspektrum. Bleibt 
wihrend der Beobachtungszeit ungeschwicht bestehen (5 Minuten), Lésung 
nimmt bei lingerem Stehen rotbraunen Farbton an. 

Py 6,8: Farbe schligt rasch von Rot nach Briunlich um, keine Flockung. 
Kein Himochromogenspektrum sichtbar, nur breite Bande bei 650 wu. 

Py 7,2: Farbe bleibt zunichst rot. Himochromogenspektrum, Linic 
bei 560 unvermindert stark, Linie bei 530 nimmt an Intensitiit ab. Nach 
etwa 5 Minuten ist in gréBerer Schichtdicke die Linie bei 650 wu schwach 
erkennbar, Linie bei 560 ist unveriindert stark, bei 530 kaum mehr vor- 
handen. 

Die Stammlésung des Himochromogens hat bis zum niichsten Tage 
ihre rote Farbe beibehalten. 

2. Effekt von H,O, bei variiertem py. Hiimochromogen wie unter 
1. bereitet, je 1 ccm zu den tiblichen Spaltansiitzen bei variiertem py (mit 
H,O, angesetzt) gegeben. 

Pp 2,6: Feindisperse Flockung. Bande bei 650 uu, die mit dem Ab- 
setzen der Flocken zwar schwicher wird, doch wihrend etwa '/, Stunde 
Beobachtungszeit bestehen bleibt. 

Py 2,9: Flockung, Bande bei 650 uu. Bande verschwindet mit Ab- Re 
setzen der braunen Flocken, Fliissigkeit ganz schwach gefirbt. 

Pp 6,2: Farbumschlag nach Braun, nach wenigen Minuten treten 
mehrere Banden im Rot hervor. Erkennbar sind Banden bei 650 und 610 uy. a 

Py 6,8: Briunliche Farbe, keine Flockung. In 19 cm Schichtdicke ‘ 


unt 
[mi 





scl 











kein deutliches Absorptionsspektrum erkennbar. 
Py 7,2: Briunliche Farbe, keine Flockung. In 19 cm Schicht keine fiir 
deutliche Bande. Endabsorption beginnend bei 680 und 620 wu. Ga 
1-Tyrosin + Himatin in NaOH: 1 Bande 610—640 up tio 
Red. mit Hydrosulfit: Himochromogenspektrum: 2 Banden: I. 575—600 pu 
II. 545—570 uu 
Alkalisches Himatin allein: 1 Bande 600—640 uu 
Schwerpunkt etwa 625 uu 
Red. Himatin = ,,Himochromogen“ (mit Hydro- 
sulfit): 2Banden 575—600 uu 
545—565 up =o 
(schwicher) Pk 
a, «’ - Dipyridylhimochromogen : 2Banden 580—610 pu jec 
545—565 me me 
In 0,5 n-NaOH: fiockt nach einiger Zeit. be 
Red. alkal. Himatin + kleine Menge Imidazol'): 3 Banden: I. 580—590 uu 
II. 555—575 wu 1] 
IIT. 525—540 pu Bs 
1) W. Langenbeck, Ber. chem. Ges. 65, 842 (1932). 
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Alkal. Himatin + Imidazol im UberschuBb: 2 Banden: I. 525—550 uu 
II. 360—585 uu 

Bei Hydrosulfitzusatz: Verstiirkung der beiden Banden: I. 525—545 wu 
(sehr stark) 





If. 565—580 pu 


Komplexbildung des Imidazols mit Eisen. 


Sehr verdiinnte Lésung von Imidazol in Aq. dest. und von FeSO, 
und FeCl, bereitet. 
Imidazol + FeSO,: Blaugriine Farbe, rasche Bildung kleiner blaugriiner 
Fléckchen, die sedimentieren. 

+ 0,5 n-HCl: Entfarbung. 

+ 0,5 n-NaOH: Blaufirbung, rasche Flockenbildung. 

+ Phosphatpuffer py: Ausflockung eines blaugrauen N. 

+ FeCl,: Gelbe Flockenbildung. 

+ 0,5 n-HCl: Entfiirbung. 

+ 0,5 n-NaOH: Gelbfirbung, langsame Flockenbildung (in schwach 
alkalischer Lésung scheint die gelbe Lésung bestiindiger zu sein 
in bezug auf Flockung). 

+ Phosphatpuffer py, 7: kaum gefirbte Triibung. 





Resistenz des Imidazol-parahimatins gegen Perhydrol (H,O,, 30°/,). 


Bei Zugabe von Perhydrol zu verdiinnter Imidazol-parahimatinlésung 
zunichst keine augenblickliche Farbinderung. Im Verlaufe von etwa 
2 Minuten langsame Entfirbung von Rot iiber Gelb nach Farblos unter 
schwacher Gasentwicklung. 


Imidazol-himochromogen: Bei Zugabe von Perhydrol tritt sofort Ver- 
firbung der schén hellroten Lésung nach Rosagelb und dann Hellgelb ein. 
Gasentwicklung, Erwiirmung und Geruch nach H,S (aus dem zur Reduk- 
tion angewandten Hydrosulfit). 


Histamin-parahiimatin. 


1 Bande 600—640 wu. Schwerpunkt um 625 uu. 
Histamin-hiimochromogen: 2 Banden: I. 565—580 uu 
Il. 585—545 uu 


Beim Eintropfen der Hiimochromogenlésung in 0,02 n-H,O, + sekundiires 
Phosphat m/15 tritt Farbinderung nach Hellbriunlich ein. Lisung sieht 
jedoch in Schicht von 40 mm rot aus und zeigt die beiden Hiimochromogen- 
streifen, von denen der erste viel deutlicher ist. Andeutung einer Bande 
bei 590 ym. 


Diazobenzolimid (nicht Aq. dest. léslich) + Hiimatin in NaOH 
1 Bande in Rot (650 wy). Bei Zugabe von Hydrosulfit schmutziggelbe Firbung. 
Bande verschwindet. 

Himin ist in Diazobenzolimid unléslich. Auch kein Effekt bei Zugabe 
von Hydrosulfit. 
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Zusatz von Lésung des Imids in Pyridin zu der die Himochromogen- 
banden zeigenden Lésung von Hiimin in Pyridin hat ebenfalls keinen Effekt 
auf den Charakter des Spektrums. Desgleichen bei Hydrosulfitzusatz. 


Imidazoldicarbonsiiure-parahiimatin. 
1 Bande 620—650 uu 


Imidazoldicarbonsiiure-hiimochromogen. 


2 Banden: I. 550—570 uu 
II. 575—600 uy 


———————— a ea oe 


4, (5)-Methylimidazol-parahimatin. ell 
1 Bande 610—645 uu ! pr 


| 4,(5)-Methylimidazol-hiimochromogen. D: 


2 intensive Banden: I. 530—545 up ka 
Il. 560—575 uu 


Bei Zusatz von 0,02 n-H,O, bleibt rétliche Farbe zuniichst blasser bestehen, f du 
die beiden Banden sind noch nach etwa 1 Stunde sichtbar. 


Bic 


' : 











Messungen iiber den Arginingehalt 
in chlorophylldefekten Blattern. 


Von 


Hans vy. Euler und Dagmar Burstrém. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitét Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Dezember 1932.) 


DaB Arginin unter den Eiweibkomponenten eine besondere 
Rolle spielt, ist seit lingerer Zeit bekannt. Arginin ist naimlich 
eine Quelle des Harnstoffs und somit ein wichtiges Zwischen- 
produkt beim Stickstoffumsatz, ferner ein wesentlicher Wachstums- 
stoff, wie dies fiir Tiere Corbit Page Stewart 1925 gezeigt hat. 
Die Hydrolyse des Arginins in Harnstoff und Ornithin wird be- 
kanntlich vermittelt durch das Enzym Arginase, das nicht nur 
im Tier-, sondern auch im Pflanzenreich weit verbreitet ist, wie 
durch die Untersuchungen einerseits von Kossel und Dakin», 
andererseits von Shiga?) und von A. Kiesel*) dargetan worden 
ist. Es wiirde zu weit fiihren, hier auf die Rolle des Harnstoffs 
in Pflanzen einzugehen, iiber die wir besonders durch die neueren 
Untersuchungen von N. N. I wanoff*) beziiglich der Pilze, und von 
Klein und Taubéck®) beziiglich héherer Pflanzen unterrichtet 
sind. Diese Forscher haben auch dem Argininstoffwechsel in 
Pflanzen besondere Aufmerksamkeit geschenkt, der bisher nur bei 
den Coniferen und zwar durch Arbeiten von Suzuki®) und von 
Mothes’) studiert worden war. 

Bei unseren entwicklungschemischen Studien iiber chlorophyll- 
defekte Gerstenmutanten, besonders iiber die Albinasippen 1—7, 
von Nilsson-Ehle und von Hallqvist, deren Chlorophylidefekte 
mit verschiedenen Erbeinheiten (Genen) in Beziehungen stehen, ist 
es unser Ziel, die chemischen Verschiedenheiten dieser Gersten- 
mutanten aufzukliren, und gleichzeitig diese erblichen Chlorophyll- 
defekte chemisch mit den Chlorophylldefekten anderer Art, be- 
sonders den Panachiiren, zu vergleichen. Wir haben neuerdings 
den N-Stoffwechsel in den Kreis unserer Betrachtung gezogen, 
und mit Untersuchungen der Argininkonzentrationen begonnen. 


1) Diese Z. 41, 321 und 42, 181 (1904). 7%) Diese Z. 42, 505 (1904). 

8) Diese Z. 76, 169 (1911); 118, 267 (1922). 

*) Biochem. Z. 136, 9 (1923); 181, 1 (1927); Iwanoff u. Smirnowa, 
Biochem. Z. 201, 1 (1928); Iwanoff, Diese Z. 170, 274 (1927). 

5) Jb. Bot. 73, 193 und 74, 429 (1930/31); Biochem. Z. 261, 10 (1932). 
®) Bull. Agric. Tokyo, 4, 1 (1900/02). ") Planta 7, 585 (1929). 
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Ks liegt hier gleichzeitig eine Spezialfrage vor, welche an das all- 
gemeine Problem gekniipft ist, wie das ProtoplasmaeiweiB bei chloro- 
phylldefekten Blattern von demjenigen normaler Blatter abweicht. 


Methodik zur Bestimmung von freiem Arginin. at 
Bekanntlich haben Kossel und Gro8') gezeigt, wie Arginin mittels ri 


Dinitronaphtholsulfosiure, der Siiure des Naphtholgelb S, fiir welche sie den 





Namen ,,Flaviansiure“ vorschlugen, bestimmt werden kann. Unter Beniitzung mr 
der Ergebnisse von Weber?) und von Sakaguchi) haben neuerdings Klein " 
und Taubéck*) eine leicht ausfiihrbare kolorimetrische Methode beschrieben, 
welche wir in folgender Weise — in engem AnschluB an Klein) — ver- 
wendet haben: 
Etwa 0,5 g getrocknetes, fein pulverisiertes Pflanzenmaterial wurde 
mit 35 cem Wasser 30 Minuten lang gekocht. Der noch hei®e Extrakt wurde 
i durch vorher mit Wasser getriinkte Baumwolle filtriert und der Riickstand 
i zweimal mit heiBem Wasser ausgewaschen. 
ft Die Proteine, welche mit dem zur Anwendung kommenden «-Naphthol- 
' reagens ebenfalls eine Firbung geben wiirden, werden mit Bleiacetat ge- | \ 
fallt, indem 10 cem einer gesiittigten Bleiacetatlisung tropfenweise dem f§ 
kalten Filtrat zugesetzt werden. Nach Abfiltrieren und Auswaschen wurde §— 80 
10°/,ige Schwefelsiiure zugesetzt, bis das Filtrat gegen Kongopapier sauer ve 
reagierte, wodurch Uberschu8 von Blei entfernt wird. Das Bleisulfat wird 0, 
durch Filtration entfernt und mit heiBem Wasser ausgewaschen. Das Filtrat M 
wurde mit Tierkohle versetzt und auf dem Wasserbad 30 Minuten lang er- i 
hitzt. Hierauf wurde die Tierkohle abfiltriert, mit heiBem Wasser ausge- a 
waschen, und die zuriickbleibende Lisung, deren Volumen etwa 400 ccm 
betrug, auf dem Wasserbad bis zu einem bestimmten Volumen, meist 50 ccm, § de 
eingeengt. Dann wird die Analyse nach dem Vorschlag von C.J. Weber : ii} 
mit NaOBr durchgefiihrt; Arginin gibt bekanntlich mit a-Naphthol und NaOBr i 
einen roten Farbstoff. Q, 
Die Reagenslésungen hatten folgende Konzentrationen: : ie 
a-Naphthol 0,02°/,ig¢ NaOH 10°%,ig ” 


Harnstoff 40° ,ig »  25°>ig. — 


Zusammensetzung der Reaktionsmischung. 

X eem Probe: (3-x) cem Wasser, 1 ccm 25°/,ige NaOH, 1 cem Naphthol- 
reagens. ‘ 

Standardlésung: 1—3 ccm Argininlésung (10 y/ecm), Wasser bis 3 ccm, : 
1 cem 10°/,ige NaOH, 1 ccm Naphtholreagens. 

Nach Herstellung der beiden Reaktionsmischungen wurden diese in 
Eiswasser gekihlt, 0,5 cem NaOBr wurden zugesetzt und sofort (nach etwa 
4—5 Sekunden) 1ccem Harnstoffléisung zugegeben. MHierauf blieben die | 
Mischungen auf Eis 5 Minuten stehen und wurden dann unmittelbar colori- A 
metriert. ! 





: ') Diese Z. 185, 167 (1924); vgl. auch die Dissertation von Theodor 
it Meyer ,,Eine neue Methode zur Bestimmung des Arginins im physio- A 
logischen Versuch“. Wien 1930. Xx 
2) J. of biol. Chem. 86, 217 (1930). 8) J. of Biochem. Japan 5, 25 (1925). 

*) Biochem. Z. 261, 10 (1932). 5) a.a. O. S. 15. 
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Versuche. 


Um die Brauchbarkeit der Methode fiir unsere Zwecke zu 
prifen, wurden 300 Gerstenkérner der Sippe Svaléf, 29—84, nach 
achttigiger Keimung bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, pulve- 
risiert und zu 4 Parallelbestimmungen verwendet. 


Probe 1 und 2 enthielten etwa 0,5 g Pflanzenpulver, 

















Probe 3 und 4 ‘“ » 05¢ o , auBerdem 0,5 mg Arginin. 
Nr. der Probe 1 2 3 4 
gef. mg Arginin 0,99 1,095 1,575 1,515 
Gewicht. . .| 506,9 505 503,4 501,8 
gef. °/, Arginin 0,195 0,22 — — 

















Proben 1 und 2 gaben 0,21°/, des Trockengewichts an freiem 
Arginin; rechnet man mit der gleichen Menge in Probe 3 und 4, 
so erhaélt man 1,037 bzw. 1,034 mg; subtrahiert man diese Mengen 
von den gefundenen Mengen 1,575 bzw. 1,515, so erhilt man 
0,538 baw. 0,481. Der Mittelwert betrigt 0,505. Die zugesetzte 
Menge betrug 0,50 mg. Die zugesetzte Menge wurde also mit 
recht groBer Genauigkeit analytisch wiedergefunden. 

Aus der Untersuchung von Klein und Taubéck geht hervor, 
daB die Wurzeln ebensoviel freies Arginin enthalten, wie die 
iibrigen Pflanzenteile; wir haben deswegen fir die Bestimmungen 
der Gerstenmutanten die ganze Pflanze (doch befreit von der 
Samenschale und der Samenstirke) untersucht, sofern keine 
anderen Angaben gemacht sind. 

















' . Gewicht}freies Arginin 
Sippe Pflanzenteil Tage}: g in 
Albina 1,32—1149 | 25 weiBe ,,Laubbliatter“ | 5 | 0,1011 | 0,071 
desgl. Wurzeln von 25 weiBen 0, 
Pflanzen & | 0,1300 0,0785 
desgl. 25 griine Laubblitter 5 | 0,1101 0,118 } 
desgl. Wurzeln von 25 griinen {20 
Pflanzen 5 | 0,1539 0,081 














Albina 2,32—1155 25 weiBe Pflanzen 7 | 0,2678 | 0,13 
desgl. 25 griine Pflanzen 7 | 0,2784 0,18 
desgl. 25 weiBe Pflanzen 11 | 0,3676 | 0,13 
desgl. 25 griine Pflanzen 11 | 0,4471 0,145 

Albina 3,31—3226 51 weiBe Pflanzen 11 | 0,4985 | 0,175 
desgl. 50 griine Pflanzen 11 | 0,4960 0,16 

Xantha 1,31—3233 gelbe Pflanzen 7 | 0,4985 0,12 
desgl. griine Pflanzen 7 | 0,4969 0,13 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXY, 
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Diese Analysenresultate zeigen, da zwischen den chlorophy]l- 
normalen und den chlorophylidefekten Mutanten der untersuchten 
Sippen Albina und Xantha keine wesentlichen Unterschiede hin- 
sichtlich des Gehaltes an freiem Arginin bestehen. Dabei ist 
allerdings zu beriicksichtigen, dai, wie Klein und Taubéck 
hervorheben, die Argininkonzentrationen stark mit dem Entwick- 
lungsstadium wechseln, so daf die Zahlen eben nur fiir den in 
der 3. Spalte angegebenen Entwicklungstag gelten. Immerhin sieht 
man, daB der Chlorophylldefekt an sich bei den Sippen Albina 
und Xantha von keinen erheblichen Anomalien im Gehalt an 
freiem Arginin begleitet ist und daB also die Gene, welche 
in Albina 1—3 und in Xantha mit den Chlorophyll- 
defekten in Beziehung stehen, mit demjenigen Teil des 
Stickstoffwechsels, welcher das Arginin beriihrt, nicht 
enger verkniipft sind. 

Um so bemerkenswerter erschien es uns, dafB wir bei einer 
Panachiire, nimlich in den weiBen Blattrindern von Pelar- 
gonie, einen 50—100 mal so groBen Gehalt an freiem Ar- 
ginin gefunden haben alsindengriinen, inneren Blatteilen. 


























Pflanze Pflanzenteil ern ae 

Panachierte Pelargonie | weife Blattriinder 0,4712 1,71 

desgl. griiner Innenteil d. Blattes} 0,4106 0,034 
desgl. wei8e Blattrinder 0,4434 2,47 

desgl. griiner Innenteil d. Blattes} 0,3743 0,024 

Evonymus Japonica, v. weiBe Blattrinder 0,2613 Spuren 
macrophylla, fol. alb. var.jgriiner Innenteil d. Blattes}] 0,3466 ‘5 
Tradescantia weiBe Blatteile 0,2720 ‘ 
desgl. griine Biatteile 0,2473 rf 


Die an Pelargonie gefundenen Ergebnisse sind keineswegs eine 
Zufilligkeit, sie sind an mehreren Pflanzen unabhingig vom Alter 
nachgewiesen worden. Auf den sehr geringen Gehalt der griinen Blatt- 
teile an freiem Arginin sei noch besonders hingewiesen. 

Dagegen haben wir bis jetzt keine andere Panachiire er- 
mitteln kénnen, bei welcher sich die gleiche Beziehung gezeigt hitte; 
allerdings sind bisher nur noch zwei untersucht worden, nimlich 
Evonymus Japonica, Exemplare, welche wir dem Vorstand des Botani- 
schen Institutes der Universitit Uppsala, Herrn Prof. Dr.N. E.Sve- 
delius verdanken, sowie Tradescantia discolor. Die Untersuchung 
solcher Panachiiren wird fortgesetzt; besonders soll der Harnstoff- 
umsatz in chlorophylldefekten Pflanzenteilen niher studiert werden. 
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Uber ein neues Provitamin-A. 


Von 


Alfred Winterstein. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Januar 1933.) 


In einer Untersuchung tiber die Carotinfarbstoffe von Beeren >) 
wiesen wir auf die Méglichkeit hin, daB neben den beiden Caro- 
tinen und Lycopin noch ein weiterer Polyen—Kohlenwasserstoff in 
der Natur vorkommen kénne. In den roten Friichten der Mai- 
cléckchen (Convallaria majalis) fanden wir in den Zwischenfrak- 
tionen der Lycopin—Carotin-Krystallisation einen Farbstoff, der 
seinen ersten Absorptionsbanden nach eine Mittelstellung zwischen 
Lycopin und Carotin einnimmt. Wir sprachen die Vermutung 
aus, daB es sich um einen Kohlenwasserstoff handeln kénnte, der 
sich aus Lycopin in der Weise ableiten liebe, daB sich das eine 
Ende des Molekils zum lononring cyklisiert: 





CH, CH, CH, 
i BBE! BEE | HHH | HE 
o=C—C—C—C—=C0—C=0—0-=C- C= 0-0 0-6 
H,C fl 
H,C CH, | 
yet” | 
G | 
Pie | 
H,¢ C—C=C—C==C-C=C—C==0-—C 
tet i oe ee oe Se 
H,C 4 CH, CH, 
N\ 
CH, CH, 


Die in Niederliindisch-Indien vorkommenden Friichte von 
Gonocaryum pyriforme und Gonocaryum obovatum enthalten nach 
spektroskopischen Untersuchungen von V. Lubimenko?) einen 
Carotinfarbstoff, dessen Absorptionsbanden zwischen denen des 
Carotins und Lycopins liegen. Wir verdanken Herrn Dr. F. W. Went, 





') A. Winterstein u. U. Ehrenberg, Diese Z. 207, 25 (1932). 
*) Rev. gén. Bot. 26, 474 (1914). 
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[ Buitenzorg eine Sendung von je 2 kg Friichten von Gonocaryun J ads 

obovatum und pyriforme.') Die letzteren gelangten in tadellosen J jon: 

Zustand in unseren Besitz, die ersteren waren verfault und ent- & aust 

q hielten nur noch sehr wenig Farbstoff. Die Gonocaryumfriichte —& 

fi sind etwa hiihnereigroB, orangerot gefirbt, Farbstoff findet sich JP petr 

iG nur in der Cuticula der Friichte. - ehre 

1s Zur Gewinnung der Carotinoide wurden die Friichte geschilt J jit 

f und die mit Methanol vorbehandelten Schalen mit Petrolither J gjer 
extrahiert, Xanthophylle sind weder in freiem noch in verester- J {oh 
tem Zustande in wesentlicher Menge vorhanden, da weder durch §& 

i direktes Ausschiitteln mit 80°/, Methanol noch nach Verseifung 

ip Farbstoff in faBbarer Menge in die untere Schicht iiberging. ™ 

{ Die petrolaitherische Lésung wurde der Adsorptionsanalyse wr 

i} nach Tswett*) unterworfen. Diese Methode ist fiir priparative n 

t Zwecke erstmals von R. Kuhn, A. Winterstein und E. Lederer’) Pe 

| bei der Trennung des Eigelbfarbstoffes mit Erfolg angewandt pe 
worden. Sie fiihrte auch bei der Trennung von «- und f-Carotin ‘oa 


zum Ziel*) und erwies sich in weiteren Untersuchungen von § ail 
R. Kuhn und H. Brockmann’) als der einzig gangbare Weg ed 
zur Trennung nahe verwandter Carotinfarbstoffe. Auch in der — 
vorliegenden Untersuchung fiihrte die chromatographische Analyse 

zum Erfolg: wihrend V. Lubimenko auf Grund seiner am Total- 





extrakt durchgefiihrten spektroskopischen Untersuchung nur ein §& Met 
Carotinoid nachweisen konnte, fanden wir unter Verwendung you J dab 
Aluminiumoxyd—Fasertonerde als Adsorptionsmittel 4 Carotin- J |” § 
farbstoffe, naimlich Lycopin, das neue Provitamin, §& tise! 
f-Carotin und @-Carotin. | Men 
Bei der Adsorption wurden zunichst drei Hauptfraktionen J ‘olg' 
gewonnen. Die oberste Schicht enthielt fast ausschlieBlich Lycopin JB Lye 
(etwa 10°/, des gesamten Farbstoffes), die zweite Schicht enthielt tion 
neben Carotin zur Hauptsache den neuen Farbstoff (65—70°,, kon: 
des Gesamtfarbstoffes), die unterste Schicht bestand aus a- und §& Far' 
f-Carotin (20—25°/, des Gesamtfarbstoffes). Jede dieser Frak- JB 'n¢ 
tionen wurde erneut der chromatographischen Analyse unterworfen [BR (1,7 
und durch Waschen mit sehr viel Petroliither die jeweils schwerer JB Uns¢ 
siert 





1) Herrn Prof. Dr. C. Schréter, Ziirich, danken wir erneut fiir seine 
Bemiihungen um die Beschaffung dieses Materials. 

*) Ber. dtsch. bot. Ges. 24, 316, 384 (1906). 

5) Diese Z. 197, 141 (1931). 

4) R. Kuhn u. E. Lederer, Ber. chem. Ges. 64, 1349 (1931). 
5) Diese Z. 206, 41 (1932); 213, 192 (1932). 
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adsorbierbaren Anteile ausgewaschen. Aus der ersten Fraktion 
konnte noch etwas vom neuen Carotinoid und eine Spur Carotin 
ausgewaschen werden, der Rest war reines Lycopin. 

Die dritte Fraktion wurde mit dem konzentrierten Wasch- 
petrolither der zweiten vereinigt (vgl. weiter unten). Bei der 
chromatographischen Analyse dieser Fraktion lieB sich a-Carotin 
mit Petrolither auswaschen. Es wurde in kleiner Menge krystalli- 
siert erhalten und besaB folgende Absorptionsbanden in Schwefel- 


kohlenstoff: 
510 4750 442.5 mp. 


f-Carotin konnte ebenfalls krystallisiert erhalten werden mit 
den ihm zukommenden Absorptionsbanden. 

Die zweite Fraktion wurde im Absorptionsrohr so lange 
mit Petrolather und Benzin behandelt, bis die Absorptionsbanden 
des in Lésung gegangenen Farbstoffes héher lagen als diejenigen 
des #-Carotins. Der im Absorptionsrohr verbleibende Farbstoff 
bestand noch zu einem kleinen Teil aus Lycopin, die Haupt- 
menge (etwa 70°/, des eingefiihrten Farbstoffes) besa’ in Schwefel- 
kohlenstoff folgende Absorptionsbanden: 

529 492 458 430 mp. 

Diese Fraktion wurde nach der Elution mit Petrolither— 
Methanol nochmals adsorbiert und mit viel Petrolither gewaschen, 
dabei konnte noch eine kleine Menge Carotin abgetrennt werden. 
In einer weiteren Adsorption erwies sich der Farbstoff als prak- 
tisch einheitlich, im obersten Teil der Réhre fand sich eine kleine 
Menge Farbstoff, welcher keine Absorptionsbanden besaB, dann 
folgte. eine Spur (weniger als 0,5°/, des gesamten Farbstoffes) 
Lycopin, der Rest zeigte in allen Schichten die gleichen Absorp- 
tionsbanden. Der neue Carotinfarbstoft krystallisierte aus einer 
konzentrierten Benzinlésung in langen, diinnen Prismen, die in 
Farbe und Form mehr an Lycopin als an ein Carotingemisch er- 
innerten. Die Ausbeute an krystallisiertem Produkt war so gering 
(1,7 mg), daB nicht umkrystallisiert werden konnte. Schmelzpunkt 
unscharf zwischen 160—165°. Der neue Farbstoff ist charakteri- 
siert durch folgende Absorptionsbanden: 


Schwefelkohlenstoff . . 529,55 492 458 429 mu 
WS Shi sw 458 430 mu 
Chloroform. . . . 502,5 468 437 mu 


Die photoelektrische Ausmessung der Absorption, die wir 
Herrn K.W. HauBer verdanken, ergab einen ahnlichen Kurven- 
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verlauf wie Lycopin bzw. Carotin. Die Héhen der Absorptions- 
maxima liegen jedoch etwa 20°/, niedriger; das Priparat enthielt 
nach mikroskopischen Befunden noch etwas farblose Begleitsub- 
stanzen. 

Das neue Carotinoid nimmt nicht nur beziiglich der Absorp- 
tionsbanden eine Mittelstellung zwischen Carotin und Lycopin ein, 
sondern auch in seinem Verhalten gegeniiber Adsorbentien. Ob es 
sich um einen Kohlenwasserstoff der oben angegebenen Formel 
handelt, laBt sich erst durch Verarbeitung wesentlich gréBerer 
Mengen Gonocaryum-Friichte feststellen. Da das neue Carotinoid 
antixerophthalmisch wirkt, diirfte mindestens ein Iononrest im 
Molekiil enthalten sein. R. Kuhn und A. Winterstein’) konnten 
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Fig. 1. Absorptionsspektrum in Hexan. 


vor kurzem zeigen, daf auber Bixin auch das Crocetin als cis- 
Verbindung in der Natur vorkommt. Es darf damit gerechnet 
werden, daB auch die natiirlichen Polyen-Kohlenwasserstoffe als 
geometrische Isomere auftreten. Neuerdings haben R. Kuhn und 
H. Brockmann?) aus einer gréBeren Menge Carotin einen Kohlen- 
wasserstoff vom Schmelzp. 178° isoliert, dessen erste Absorptions- 
bande in Schwefelkohlenstoff bei 533,5 my liegt. Die Aceton- 
bestimmung ergab 0,8 Mole Aceton, mit einiger Wahrscheinlichkeit 
ist anzunehmen, da dieser Farbstoff die oben angegebene Struktur 
besitzt. Es ist nicht ganz ausgeschlossen, daB dieser Farbstoff mit 
dem in der vorliegenden Untersuchung beschriebenen identisch ist. 
Wabrscheinlicher erscheint uns die Annahme, daB es sich bei den 
beiden Farbstoffen um Abkémmlinge des a- und f-Carotins mit 
einem gedffneten Iononring oder um cis-trans [somere handelt. 





1) Ber. chem. Ges. 66, im Druck (1933). 
2) Naturw., im Druck (1933). 
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Aus Mutterlaugen der Lycopindarstellung aus omaten konnte 
durch Adsorptionsanalyse eine kleine Fraktion erhalten werden, 
deren erste Absorptionsbande in Schwefelkohlenstoff bei 530 muy lag. 


Zur Prifung auf A-Vitaminwirkung wurde A-avitami- 
notischen Ratten vom krystallisierten Produkt 18 y tiglich, von 
den Mutterlaugen dieser Krystallisation 30 y tiglich (kolorimetrisch 
gegen Carotin bestimmt) in Arachisél verabreicht. Zur Priifung 
war nur Material fiir 4Tiere vorhanden. Es stellte sich in allen 
Fallen normales Wachstum ein. Damit findet der von R. Kuhn 
und H. Brockmann!) erbrachte Beweis, da8 neben «- und #-Carotin 
noch weitere antixerophthalmische Provitamine existieren kénnen, 
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Fig. 2. 


daB also die Carotine nicht als spezifische antixerophthalmische 
Provitamine anzusprechen sind, eine weitere Stiitze. 


Experimenteller Teil. 


90 Friichte von Gonocaryum pyriforme im Gesamtgewicht von 
2150 g wurden mit einem scharfen Messer geschilt und die dabei 
erhaltenen 215g Schalen mit 500 ccm Methanol iiber Nacht stehen 
gelassen. Nach dem Trocknen bei 40° wurden die Schalen in einer 
Porzellankugelmiihle gemahlen und das feine, hellgelb gefirbte 
Pulver (80 g) tiber Nacht mit 250 ccm Petroliather stehen gelassen. 
Die letzten Farbstoffanteile wurden auf der Nutsche durch Waschen 
mit 150 ccm Petrolither extrahiert. Die petrolitherische Lisung 
wurde mit 50 ccm 10°/,iger alkoholischer Kalilauge verseift und 
nach Auswaschen und sorgfaltigem Trocknen des Petrolithers an 
eine 25 cm hohe Schicht von Aluminivmoxyd—Fasertonerde 6:1 
adsorbiert (Durchmesser der Réhre 2 cm) und mit etwa 500 ccm 


) Diese Z. 218, 1 (1932). 
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Petrolither nachgewaschen. Dabei bildeten sich 8 Zonen, von 
denen die oberste und unterste etwa gleich breit, die mittlere 
wesentlich breiter war. Die einzelnen Schichten wurden aus dem 
Rohr abgehoben und mit Petrolither unter Zusatz von wenig 


Methanol eluiert. Die Absorptionsbanden in Schwefelkohlenstoff 


lagen bei: 


I. Fraktion 545 502,5 470,5 mu etwa 10°/, des gesamt 
oe 526-490 458 me 65—70%, Fashetofi “4 
III. i 512 477 446 mu 20—25°, ‘a 


Eine kleine Menge Farbstoff war durchgelaufen, seine Absorptions- 
banden in Schwefelkohlenstoff lagen bei 508, 474, 441 mu. 


Die I. Fraktion wurde nochmals an Aluminiumoxyd—Faser- 
tonerde 5:1 adsorbiert, durch Waschen mit viel Petrolither und 
Benzin konnten noch etwa 5°/, des eingefiihrten Farbstoffes aus- 
gewaschen werden. Eine erneute Adsorption zeigte, daB das 
Lycopin nunmehr einheitlich war, es konnte in den charakteri- 
stischen linglichen, schief abgeschnittenen Prismen erhalten werden, 
die bei 165° nicht ganz scharf schmolzen. 

Die UL. Fraktion wurde in einer 15 cm hohen Schicht 
von Aluminiumoxyd—Fasertonerde 6:1 adsorbiert und mit ins- 
gesamt 3 Liter Petrolather und Benzin gewaschen. Der durch- 
gelaufene Petrolither wurde in Fraktionen von je 50—100 ccm 
aufgefangen; die erste schwach gelb gefirbte, sowie die zweite 
farbstoffhaltige Fraktion besaB8 in Schwefelkohlenstoff folgende 
Absorptionsbanden : 


510 475,5 443,0 mu. 


Der Petrolather wurde nach Vereinigung der entsprechenden 
Lésung der UL. Fraktion im Vakuum verdampft, nach kurzer Zeit 
krystallisierte g-Carotin in seinen charakteristischen Krystallen 
aus. Im Tierversuch zeigte das Priiparat die erwartete A-Vitamin- 
wirkung. 

Die Absorptionsbanden der nichsten 3 Petrolitherfraktionen 
(200 ccm) lagen bei 516, 482, 453 bzw. 518, 484, 454,5 mu. Weitere 
4 Fraktionen besaBen die Absorptionsbanden des (-Carotins (CS,): 


520,5 485 454 mu. 


Nach dem Verdampfen des Petrolaithers wurden die charakte- 
ristischen blauvioletten Krystalle des #-Carotins erhalten. Den 
Erwartungen entprechend erwies sich auch dieses Priparat als 
antixerophthalmisch wirksam. 
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Die nichsten 5 Petrolaétherfraktionen waren nur schwach gelb 
gefarbt, die Absorptionsbanden lagen 2—4 mu hoher als diejenigen 
des £-Carotins. 

Im Rohr verblieb in der obersten Schicht eine kleine Menge 
Karbstoff, welcher keine Absorptionsbanden besaf. Hierauf folgte 
eine 1 mm breite Zone, welche etwas Lycopin enthielt. Die Haupt- 
fraktion (etwa 70°/, des eingeftihrten Farbstoffes) besaB die Ab- 
sorptionsbanden des neuen Provitamins, wahrend die unterste 
Schicht Absorptionsbanden zeigte, die 1—2 muy tiefer lagen. 


Die Mittelfraktion wurde nach der Elution mit Petrolither- 
methanol nochmals adsorbiert und erwies sich dabei als praktisch 
cinheitlich. Das Eluat des Farbstoffes wurde im Vakuum auf ein 
kleines Volumen eingeengt und 24Stunden im EKisschrank stehen 
gelassen. Dabei schieden sich 1,7 mg Krystalle ab, die unscharf 
zwischen 160—165° schmolzen. Unter dem Mikroskop waren 
neben den tiefrot gefarbten Krystallen noch farblose Begleit- 
substanzen zu erkennen. Die Krystalle des neuen Provitamins 
sind denen des Lycopins ahnlicher als denen des Carotins, lange, 
zu Bischeln vereinigte, schief abgeschnittene Prismen von blau- 
violetter Farbe. 


Absorptionsbanden in: 


Schwefelkohlenstoff . . . 529,5 492 458 429 mu 
Chloroform .... . . 502,55 468 437 mu 
oo ee ee eS 


Die III. Fraktion wurde in der Weise verarbeitet, daB nach 
der Adsorption an Aluminiumoxyd—Fasertonerde 4:1 mit Petrol- 
iither gewaschen und der ausgewaschene Farbstoff mit den Ab- 
sorptionsbanden des «-Carotins mit der entsprechenden Lisung 
der If. Fraktion vereinigt wurde. Der im Rohr verbliebene Anteil 
von f-Carotin wurde ebenfalls mit dem entsprechenden Anteil 
der I. Fraktion vereinigt und nach nochmaliger Adsorption auf 
3-Carotin verarbeitet. 


Prifung auf A-Vitaminwirkung. 


Zur Priifung des neuen Carotinoids auf seine Wachstums- 
wirkung wurden Albinoratten eigener Zucht verwendet, die teils 
von Wistarratten des Glaxo-Research-Laboratoriums, London, 
abstammten, teils aus deutschen Albinoratten weitergeziichtet 
waren. 
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Das Futter hatte folgende Zusammensetzung: 20 Teile Casein 


(mit Methanol heiB extrahiert und 24 Stunden auf 120° erhitzt), 


15 Teile Dextrin, 35 Teile Reisstiirke (24 Stunden auf 120° er- 
hitzt), 15 Teile Arachisél (8 Stunden bei 150° durchliiftet), 10 Teile 
Vitox (Marmite), 5 Teile Salzmischung [nach E. V.Mc. Collum und 
N. Simmonds})], D-Vitamin gaben wir in Form von Vigantol, 
und zwar erhielt jede Ratte zwei klinische Einheiten pro Woche. 


Im iibrigen wurden die Tierversuche, fiir deren Durchfihrung 
ich Herrn H. Brockmann zu Dank verpflichtet bin, in der friiher 
angegebenen Weise’) durchgefiihrt. 





') J. of biol. Chem. 88, 55 (1918). 
*) R. Kuhn u. H. Brockmann, Ber. chem. Ges. 64, 1859 (1931) und 
Diese Z. 218, 1 (1932). 
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Uber die Spaltbarkeit und Lislichkeit 
von Sterindigitoniden.’) 
Von 
R. Schénheimer und H. Dam (Kopenhagen). 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitit Freiburg i. Br.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Januar 1933.) 


Im Verlaufe von Untersuchungen, in denen der eine von 
uns (D.) die physikalischen Eigenschaften der Digitonide zur 
Charakterisierung von Sterinen heranziehen wollte, und im Ver- 
lauf anderer Versuche, die das Ziel hatten, das hochempfindliche 
Allocholesterin im Tierkérper nachzuweisen, wurden an Digito- 
niden einige Befunde erhoben, die fiir die quantitative Sterin- 
analyse und fiir das priiparative Arbeiten mit Sterinen von Be- 
deutung sind und daher schon jetzt kurz mitgeteilt werden-sollen. 


I. Uber die Spaltbarkeit von Sterindigitoniden. 

Ks hat sich gezeigt, daB es schwer ist, gut definierte Sterin- 
digitonide herzustellen, da diese Substanzen keineswegs so stabil 
und unldéslich sind, wie man bisher angenommen hat. Sie sind in 
Lisung weitgehend zerfallen und kénnen schon durch Umkrystalli- 
sieren in ihre Komponenten zerlegt werden.”) Diese Beobachtungen 
haben uns ein Mittel in die Hand gegeben, die als sehr stabil an- 
gesehenen Digitonide, welche nur durch tagelange Extraktion mit 
siedendem Xylol in ihre Bestandteile zerlegt werden konnten, 
schnell, quantitativ und ohne jede Erhitzung zu spalten. 

Das Digitonid wird in Pyridin gelést, in dem es offenbar 
fast vollkommen zerfallen ist. Das Digitonin wird dann aus der 
Liésung mit Ather gefallt und das Sterin bleibt in Lésung. Der 


1) Die Arbeit wurde mit Mitteln der Josiah Macy jr. Foundation aus- 
gefiihrt, fiir welche wir auch an dieser Stelle unsern besten Dank aus- 
sprechen miéchten. 

*) Auf die Dissoziation in Lésung hat bereits Windaus in seiner ersten 
Veréffentlichung iiber Digitonide [Ber. chem. Ges. 42, 238 (1909)] hingewiesen. 
Spiter hat Riesenfeld die Dissoziation des Cyclamin-Cholesterins naher 
untersucht. [Diese Z. 87, 289 (1913)]. 
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groBe Vorteil der Methode besteht nicht nur in der schnellen 
Ausfiihrung, sondern vor allem darin, da8 


1. eine Oxydation des Sterins leicht vermieden werden kann 
(z. B. beim Arbeiten mit Ergosterin usw.) und 


2. daB auch Digitonide von hitzeempfindlichen Sterinen ge- 


spalten werden kénnen, was bisher nicht mdglich gewesen ist.}) 


Mit dieser Methode ist uns zum Beispiel ein Mittel in die Hand 
gegeben, Allocholesterin, das sich in der Hitze in Cholesterin um- 
lagert, aus dem Digitonid ohne Veriinderung zu befreien. 


Beispiele. 


1. 4,4 g Cholesterindigitonid werden in 25 cem warmem, wasserfreiem 
Pyridin gelost und mit 250 cem Ather gefillt. Der Niederschlag wird ab- 
filtriert und die Mutterlauge zur rockne gebracht. Es hinterblieben 0,8 ¢ 
schneeweibes Cholesterin. Um die Ausbeute quantitativ zu gestalten, wurde 
der Niederschlag mit 85°/,igem Alkohol ausgezogen und der unldésliche An- 
teil noch einmal mit Pyridin und Ather zersetzt. Ausbeute 240 mg Chole- 
sterin, Gesamtausbeute 1,04 g, d. h. quantitativ. 


2. 256 mg Kouseeteiindigiontil werden analog behandelt. Die Aus- 
beute an reinem Koprosterin ist schon bei der ersten Fallung quantitativ. 

3. 146 mg Allocholesterindigitonid werden in 3 cem kaltem Pyridin 
gelést und mit Ather gefallt. Der Ather wird abgeblasen und der Rest 
von Pyridin im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsiure entfernt. Riickstand 
32 mg, entsprechend 90°/,, Schmelzp. 117—119°. 


4. Ergosterindigitonid, das analog wie Allocholesterindigitonid be- 
handelt wurde, lieferte bei der ersten Ausfillung 85°/, schmelzpunktreines 
Ergosterin. 


Il. Wher die Bedeutung der Léslichkeit und Spaltbarkeit 
der Digitonide fiir die Sterinanalyse.”) 
H. Dam. 


Die sehr verschiedene Léslichkeit der einzelnen Sterin- 
digitonide (vgl. Versuchsteil) gibt uns ganz allgemein einen Hinweis 
darauf, da8 bei der quantitativen Analyse verschiedener Sterine 
oder Steringemische gréBte Vorsicht bei der Bewertung der 
Ergebnisse am Platze ist. Es werden oft bei physiologischen 
Untersuchungen SchluSfolgerungen aus den Analysen gezogen, 
die von der Voraussetzung ausgehen, als sei die Digitoninmethode 
von einer Genauigkeit, wie sie etwa den Gewichtsanalysen an- 





1) Es braucht nicht besonders darauf hingewiesen werden, daB die 
Methode auch von groBem Vorteil fiir die Wiedergewinnung des kostbaren 
Digitonins ist. 

*) Vorliufige Mitteilung. ’ 


* 


pe OD. 
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organischer Substanzen zukommt.') Der eine von uns?) hat bereits 
friher mitgeteilt, daB die Menge des Digitonidniederschlages bei 
der Digitoninfallung von der Menge des im Uberschuf zugesetzten 
Digitonins abhingig ist, und hat eine Korrektur eingesetzt, mit 
deren Hilfe theoretische Werte bei der Cholesterinanalyse erlangt 
werden. In unseren Untersuchungen hat sich nun sogar gezeigt, 
daB die Menge des ausgefallenen Digitonids nicht allein von der 
Menge des Digitoniniiberschusses abhingt, sondern auch von Art 
und Vorbehandlung des Digitonins. Es lieBen sich Kurven auf- 
stellen, die zeigen, daB mit einem kiuflichen und einem aus 
Wasser umkrystallisierten Priparate*) bei einem Digitoniniiber- 
schuB von 150°/, der berechneten Menge Fehler bis zu 8°/, 
d. Th. unterlaufen kénnen, daB also die Analysenwerte auch von 
der Beschaffenheit des verwendeten Digitonins abhiingen. Um 
diese Fehler zu umgehen, wiire es nétig, das Verhalten jedes 
Digitoninpraparates vorher genau kennenzulernen, d. h. eine 
Serie von gleichen Cholesterineinwaagen mit steigenden Digitonin- 
mengen zu fillen und, wie im Versuchsteil angegeben ist, eine 
Kurve aufzustellen, die anzeigt, wie groB der Fehler bei dem 
jeweils verwendeten Digitoniniiberschu8 ist. Aber auch diese sehr 
mihsame Voruntersuchung fiihrt dann nicht zum Ziel, wenn es 
sich um Gesamtbestimmungen von Gemischen verschiedenartiger 
Sterine wie etwa im Kote oder in Pflanzen handelt. Wie im 
Versuchsteil gezeigt wird, verhilt sich z. Bb. Koprosterin vom Di- 
hydrocholesterin und Cholesterin véllig verschieden und eine 
Korrektur kann hier nicht mehr eingesetzt werden. 

Ein weiterer Fehler wird bei der Gewichtsanalyse durch das Waschen 
des Niederschlages mit organischen Loésungsmitteln hervorgerufen. Die 
Fehler, die sich durch das Waschen mit Alkohol ergeben, sind seit langem 


bekannt.‘) Wenig beriicksichtigt ist bisher, daB die Digitonide einzelner 
Sterine (z. B. Koprosterin) gegen: Ather ganz besonders unbestindig sind) 





) A.Win daus, Diese Z. 65, 110 (1910), dem diese au8erordentlich frucht- 
bare Methode zu verdanken ist, hat die Ungenauigkeiten bereits in Betracht 
gezogen, als er fiir die Berechnung den theoretischen Faktor 0,243 gegen 
0,25 eintauschte. 

2) Dam, Biochem. Z. 194, 177 (1928) und 215, 468 (1929). 

8) Die Substanz wurde in die 20—30 fache Menge Wasser von 60—70° 
eingetragen und 20 Minuten bei derselben Temperatur scharf turbiniert. 
Nach Abkihlen und Filtrieren wurde mit Ather durchgeschiittelt und mehrere 
Tage auf Eis stehen gelassen. 

4) Vgl. Dam, a. a. O. 

5) Bonstedt, Diese Z. 185, 168 (1929) konnte Neo-Ergosterin-Digitonid 
allein durch Extraktion mit Benzol in seine Komponenten zerlegen. 
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und beim Waschen mit diesem Lésungsmittel erhebliche Mengen von Sterin 
abgeben (bis zu 15°/,). Cholesterin, Dihydrocholesterin usw. scheinen ganz 
erheblich resistenter zu sein. 

Man kann leicht errechnen, daf unter Beriicksichtigung aller 
dieser Tatsachen die iibliche Digitoninmethode mit einem Fehler 
bis zu 10°/, behaftet ist, der noch erheblich gréBer bei der Unter- 
suchung von Faeces werden kann, und es scheint fast unmédglich, 
alle Fehler durch eine Korrektur zu eliminieren. 


Versuche, 


I. Loslichkeiten von Sterinen und Sterindigitoniden in Methyl. 
und Athylalkohol. Lésung der fein pulverisierten Substanzen durch 
24 stiindiges Schiitteln in Thermostaten bei 25° Die Zahlen geben an: 
Gramm Substanz in 100 cem Lésung. Zur Wigung kam der Eindampfungs- 
riickstand von 2—10 ecem Lésung. 






































Freie Sterine Digitonide von: 

i | mae [Dihydro- i hole. Dibyato-| 4 
peng ole- | chole- | Kopro- C ole- | chole- opro- 
mitte sterin | sterin sterin | sterin stactn sterin 

“Athylalkohol absol. | 1,93) | 1,3 * 1 009 | 007 | 08 
Athylalkohol 96°, | 1,1) 0,8 5 0,02 | 0,015 0,07 
Methylalkoholabsol. | 0,61) | 0,5 0,7 0,5 0,35 2,0 








*) Wurde wegen der sehr grofen Léslichkeit nicht bestimmt. 


Da reines Koprosterin demnach in Methylalkohol schwerer 
léslich ist (0,7 °/,) als Koprosterindigitonid (2,0°/,), mufte es unter 
der Voraussetzung, daB das Digitonid in Lésung zerfallen ist, 
miglich sein, es durch Umkrystallisieren zu zerlegen. 0,75 g 
Koprosterindigitonid lieBen sich tatsiichlich durch fraktionierte 
Krystallisation aus Methylalkohol zerlegen. In der zweiten Fraktion 
wurde reines Koprosterin und in der letzten (fiinften) Fraktion 
reines Digitonin gewonnen. 

II Beziehung zwischen Sterindigitonidniederschlag und der 
Menge des zur Fallung zugesetzten Digitonins. Die Sterine wurden 
aus 0,5°/, Lésung?) in 96°/, Athylalkohol mit 1°/, Digitoninlésung gefiallt. 


Zu den Kurven warden 4 verschiedene Digitoninpriparate verwandt. 
2 aw von E. Merck, Darmstadt (M, und M,) sowie 2 Priparate von 
1 Die gefundenen Léslichkeiten stimmen mit denen von Willstitter 
und Mayer (Ber. chem. Ges. 41, 2201 (1908) und Erlandsen, Biochem. Z. 
174, 53 (1926) nach Umrechnung und Beriicksichtigung der verschiedenen 
Versuchstemperaturen iiberein. 
*) °/, = Gramm Substanz in 100 ccm Lésung. 
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Hoffmann-La Roche, Basel (HL, und HL,). HL, war aus Wasser um- 
krystallisiert worden. Kurve 1 und 2 sind bereits von dem einen von uns (D) 
veréffentlicht worden.') Mit Ausnahme von Kurve 5 und 6 wurden alle Nieder- 
schlige mit gesittigten Lésungen des betreffenden Sterindigitonids gewaschen. 
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Die Kurven zeigen deutlich, daB eine Beziehung besteht 
zwischen der Menge des zum Sterin zugesetzten Digitonins und 
der Menge des ausgefallenen Niederschlages. Dabei verhalten sich 
nicht nur verschiedene Digitoninpriparate verschieden®), sondern 
auch die einzelnen Sterine zeigen ein véllig verschiedenes Verhalten. 


III. Angreifbarkeit von krystallisiertem Digitonid durch Lésungs- 
mittel. 1. 126mg Koprosterindigitonid (entsprechend etwa 30 mg Koprosterin) 
werden 8 Stunden im Soxhlet mit Ather extrahiert. Beim Abdampfen hinter- 
liBt der Ather 4,70 mg Koprosterin entsprechend 15°/). 

2. 400mg Koprosterindigitonid(entsprechend 100mg Koprosterin) werden 
in einem Porzellanfiltertiegel so, wie es bei der quantitativen Analyse tiblich 
ist, mit 70 eem Ather gewaschen. Der Ather hinterliBt 6 mg reines Kopro- 
sterin entspricht 6°). 


1) Dam, a.a. O. 

*) Das hingt wahrscheinlich damit zusammen, daB in allen Digitonin- 
priparaten gewisse Mengen von Digitonid vorhanden sind, die in den ver- 
schiedenen Priparaten an Menge differieren und sich nur schwer abtrennen 
lassen. 
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Uber die Steuerung des intracellularen Umsatzes von Eiweif 
und Kohlenhydrat durch Sulfhydry]l. 


Von 


E. Waldschmidt-Leitz, L. Weil und A. Purr. 


(Cancer Research Laboratories University of Pennsylvania, Philadelphia.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Januar 1933.) 


Es ist bekannt, da intracellulire Proteinase (Kathepsin, 
Papain) zum EiweiBabbau der Mitwirkung von Sulfhydryl bedar‘. 
Fiir ein weiteres, in den intermediairen EiweiBstoffwechsel ein- 
greifendes Enzym, die Arginase, ist nachgewiesen'), daB ihre Akti- 
vitat von der Gegenwart von Sulfhydryl-Metallkomplexen abhingt, 
beispielsweise SH-Glutathion mit Eisen oder Kupfer. Ohne diese 
ist Arginase wirkungslos. Als ein einfaches Mittel zum Nachweis 
des spezifischen Einflusses von Sulfhydryl auf enzymatische Reak- 
tionen hat sich die Anwendung von Jodessigsiure erwiesen; denn 
ihre Einwirkung fiihrt zur Ausschaltung vorhandenen Sulfhydry]s 
durch Oxydation. So laBt sich Arginase durch Zusatz von Jod- 
essigsiiure inaktivieren, beispielsweise das mit Cystein—Kisen maxi- 
mal aktivierte Enzym; seine Reaktivierung gelingt durch neuer- 
liche Einwirkung von Sulfhydryl und Schwermetall. 

0,50cem Glycerinauszug aus mit Aceton—Ather getrockneter Leber (1:10), 
4,50 cem H,O, 10,0 ccm 1°/,iges Arginincarbonat, 5,0 cem 0,1 n-Glykokoll- 
puffer (py = 9,5), 60 Minuten, 30°; zugesetzt: 20 mg Cystein—-HCl, neutral., 
bzw. 0,50 cem 0,1n-FeSO,, bzw. 22,6 mg CH,JCOOH, Einwirkungsdauer 
60 Minuten bei py = 7. 




















Saude Arginasewirkung 
entspricht ccm 0,02 n-NH, 
Ohne 9,4 
Kisen Pee teks a ky 2% 19,9 
Cystein + Eisen. me ee 20,0 
Cystein + Eisen +J odessigsiure i i 0,0 
Cystein + Jodessigsiure, dann Cystein + Eisen 12,6 





1) §. Salaskin u. L.Solowjew, Biochem. Z. 250, 503 (1932); E. W ald- 
schmidt-Leitz, A. Schaffner u. A. Scharikova, Diese Z. im Druck. 
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Auch die Verinderungen, die fiir den Stoffwechsel der mit 
Jodessigsiure vergifteten Muskulatur beschrieben werden, beruhen 
auf der Ausschaltung vorhandenen Sulfhydryls. Dies gilt fiir 
die beobachtete Steigerung der Hydrolyse von Phosphokreatin: 
denn der hemmende EinfluB der SH-Verbindung auf die phospho- 
kreatinspaltende Phosphatase!) wird durch die Jodessigsiure aus- 
geschaltet. Es gilt weiterhin fiir die beobachtete Sistierung der 
Milchsiurebildung. K. Lohmann?) hat vor kurzem SH-Glutathion 
als Co-Ferment der Milchsiurebildung aus synthetischem Methyl- 
glyoxal durch Glyoxalase beschrieben. Das Ausbleiben der Milch- 
siurebildung im jodessigsiurevergifteten Muskel lehrt, dab auch 
fir die Bildung von Milchsiure beim Abbau von Glykogen, ab- 
weichend von der Annahme Lohmanns, die Gegenwart von 
Sulfhydryl erforderlich ist.*) In Trockenleber, von SH-Verbindung 
durch Auswaschen mit Aceton und Ather befreit, finden wir die 
Glyoxalase vollkommen inaktiv, sie wird durch SH-Glutathion 
wie durch Cystein, unter Zusatz von Kisen angewandt, aktiviert. 
Vielleicht sind die Beobachtungen von Lohmann iiber die akti- 
vierende Wirkung von SH-Glutathion einerseits, die Wirkungs- 
losigkeit von Cystein andererseits erklirbar als Folge einer ver- 
schieden starken Verunreinigung mit Schwermetall. 


0,20 g Trockenleber, 3,0 ccm Methylglyoxallésung (15,1 mg), 5,0 cem 
0,2 mol. Phosphatpuffer (py = 7,0), Zusatz von 2,5cem H,O, bzw. 2,0 eem 
Cystein (20 mg Cystein-HCl entspr.), bzw. 2,0 ccm SH-Glutathion (20 mg) 
+ 0,5 eem 0,1 n-FeSO,, Gesamtvolumen 25 ccm, 6 Stunden, 30°; Umsatz 
bestimmt nach R. Kuhn und R. Heckscher.*). 




















mg Methylglyoxal 
gef. 
Ohne Zusatz.... 15,9 
Mit Cystein-Eisen . . 0,0 
Mit Glutathion-Eisen . 0,0 


Auch fir die alkoholische Girung scheint die Gegenwart 
von Sulfhydryl in der Hefezelle erforderlich zu sein; dies geht 
aus Beobachtungen von E. F. Schroeder, G. E. Woodward und 


1) E. Waldschmidt-Leitz u. A.Schiffner, Naturw. 20, 122 (1932). 

*) Biochem. Z. 264, 332 (1932). 

*) Siehe dazu die Beobachtungen von E. Bumm u. H. Appel, 
Diese Z. 210, 79 (1982). 

*) Diese Z. 160, 116 und zwar S. 132 (1926). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. OOXYV. 








66 Waldschmidt-Leitz, Weil u. Purr, Uber die Steuerung usy, 


M. E. Platt) aus dem hiesigen Laboratorium hervor. Danach 
findet man bei der Hefegarung, die bekanntlich unter der Wirkung 
von Jodessigsiure bei saurer und bei neutraler Reaktion gehemmt 
oder ganz unterbunden wird, eine der Girungshemmung paralle| 
gehende Abnahme des Gehaltes der Hefe an Sulfhydryl; bei 
alkalischer Reaktion andererseits, bei welcher keine Girungs- 
hemmung durch Jodessigsiiure beobachtet wird, bleibt der SH- 
Gehalt der Hefe unverindert. 

Diese Erfahrungen insgesamt beleuchten die zentrale Stellung 
der Sulfhydrylverbindungen in der Steuerung des intracelluliren 
Umsatzes von EiweiB und Kohlenhydrat und ihrer Verkniipfung 
mit den Oxydo-Reduktionsprozessen. Das Uberwiegen der Milch- 
siuregirung in den anaerob sich entwickelnden Zellen, z. B. in 
den bésartigen Geschwiilsten, als Folge des intracellulir herab- 
gesetzten Sauerstoffpotentials wird durch Sulfhydryl vermittelt. 


‘) Noch unver6ffentlicht. 
































Uber das Prodigiosin, 
den roten Farbstoff des Bacillus prodigiosus, III. 


Von 


Fritz Wrede und Alexander Rothhaas. 


(Aus der Physiologisch-Chemischen Abteilung der Universitat Greifswald.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Januar 1933.) 








Vor einiger Zeit berichteten wir iiber das Prodigiosin, den roten 
Farbstoff des durch die Bildung der ,,blutenden Hostien“ allge- 
mein bekannten Bacillus prodigiosus.') Wir stellten fiir das 
Prodigiosin die Summenformel C,,H,,ON, fest, fanden weiter, 
daB es trotz seiner drei Stickstoffatome nur eine einsiurige Base 
ist; daB eine Methoxyl-, aber keine Methylimid-Gruppe in ihm 
nachweisbar ist; daB es durch hydrolytische Agenzien nicht ge- 
spalten wird; dab es mit Platinoxyd—Wasserstoff sehr langsam 
reduziert wird’); daB das so gewonnene, wenig gefiairbte Reduktions- 
produkt nicht wieder zum urspriinglichen Farbstoff oxydierbar 
ist; daB das Prodigiosin bei Acylierungs- und Alkylierungsver- 
suchen sich sehr passiv verhalt, so daB irgendwelche Reaktions- 
produkte nicht erfaBt werden konnten; da8 es ein eigentiimliches 
Zinkkomplexsalz gibt, woraus geschlossen wurde, dab im Prodi- 
giosin vielleicht ein Dipyrrylmethen vorliegen kénne. 

Die unterdes weitergefiihrten Abbauversuche zur Ermittlung 
der Konstitution stieBen auf ganz ungewéhnliche Schwierigkeiten. 
Diese waren einerseits dadurch bedingt, daf immer nur recht 
kleine Materialmengen zur Verfiigung standen. Die Gewinnung 
des Farbstofis ist sehr zeitraubend und durch die GréBenverhilt- 
nisse des Laboratoriums begrenzt. Zu dieser Schwierigkeit der 
Materialbeschaffung kam andererseits noch die, daB die Abbau- 
produkte des Prodigiosins fast immer nicht krystallinisch sind 


1) 1.: F. Wrede u. O. Hettche, Ber. chem. Ges. 62, 2678 (1929); 
2.: F. Wrede, Diese Z. 210, 125 (1932). 

*) Inzwischen konnte festgestellt werden, daB bei geeigneter Hydrie- 
rungsmethodik erheblich gréBere Wasserstoffmengen aufgenommen werden, 
als in der ersten Verdéffentlichung angenommen wurde. Hieriiber wird in 
einer spiiteren Arbeit berichtet werden. 


5* 
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und ihre Zahl meist groB ist. — Bei der Oxydation, die unter 
den verschiedensten Bedingungen mit allen méglichen Oxydations- 
mitteln unter ausgiebiger Variation der Mengenverhiltnisse durch- 
gefiihrt wurde, konnten fast immer nur entweder ganz kleine 
Bruchstiicke — wie Oxalsiure oder Oxaminsiiure — _ isoliert 
werden, oder aber 6lige Substanzen, die offenbar in groBer Zahl 
nebeneinander entstanden, so daf ihre Trennung durch fraktionierte 
Vakuumdestillation vorliufig nicht méglich war. 

Im folgenden soll iiber zwei Reaktionen berichtet werden, 
die zu wohldefinierten Abbauprodukten fiihrten: Die trockene 
Destillation des Prodigiosins mit Natronkalk und die Oxydation 
des Prodigiosins mit Wasserstoffsuperoxyd in Kisessig. 

Prodigiosin wurde mit Natronkalk (oder auch mit Zinkstau) 
vgl. S. 72) im Wasserstoffstrom bei etwa 250° destilliert. Aus 
dem Destillat, in dem an sonstigen Zersetzungsprodukten nur 
Wasser und Ammoniak nachgewiesen werden konnte, wurde in 
einer Ausbeute von etwa 25°/, eine Substanz von der Formel 
C,,H,,N isoliert. (Sie bildete sich auch, wenn Prodigiosin mit 
Jodwasserstoff—Hisessig auf 100° erhitzt wurde; daraus ist zu 
entnehmen, daB es sich nicht um ein pyrogenes Kunstprodukt 
handelt), Die Substanz C,,H,,N ist fliissig und zeigt die typischen 
Kigenschaften eines substituierten Pyrrols. Die Stellung und Art 
ihrer Substituenten (die zusammen 6 C-Atome enthalten miissen) 
ist bisher noch nicht geklirt, Folgende Reaktionen mégen Er- 
wihnung finden, da sie gewisse Riickschliisse zulassen: Das Pyrrol 
ist sicher einheitlich, wie schon aus dem sehr konstanten Siede- 
punkt hervorgeht. Fir die Einheitlichkeit spricht aber noch 
weiter, daB es sich glatt zu einem Pyrrolidin hydrieren lieB, das 
ein gut krystallisiertes Chloroaurat von der erwarteten Zusammen- 
setzung C,,H,,N-HAuCl, gab. Dieses Chloroaurat lieB sich in 
iiblicher Weise in ein ebenfalls gut krystallisiertes Chloroplatinat 
iiberfiihren, dessen Analyse fiir die Formel (C,,H,,N),H,PtCl, 
paBte. Dieses konnte dann wieder in das Chloroaurat umge- 
wandelt werden, das dann den gleichen Schmelzpunkt wie das 
Ausgangsmaterial zeigte. — Das Pyrrolidin C,,H,,N gab bei der 
erschépfenden Methylierung eine Substanz, die ein Chloroaurat 
von der Formel C,,H,,N(CH,),AuCl, bildete. Damit ist bewiesen, 
daB das Pyrrolidin (und somit auch das Pyrrol) am Stickstoff 
nicht substituiert ist. — Das Pyrrol C,,H,,N gab kein Pikrat; 
es gab eine kraftige Farbung mit Ehrlich-Reagens; mit Diazo- 
benzolsulfosiure kuppelte es zu einem Monoazofarbstoff. Diese 
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drei Reaktionen machen es wahrscheinlich, daB eine, und zwar 
a-stindige Methingruppe nicht besetzt ist, daB also ein trisub- 
stituiertes Pyrrol vorliegen kénnte. — Das Pyrrol C,,H,,N ist 
sehr wenig basisch; es laBt sich selbst aus einer 15°/, igen Salz- 


siure glatt mit Ather extrahieren. Uhberhaupt ist es — wie ja 
auf Grund der grofen aliphatischen Seitenketten zu erwarten — 
in seinen Léslichkeitseigenschaften sehr paraffinihnlich. — Ver- 


suche, die Konstitution des Pyrrols mit den iiblichen Methoden — 
Oxydation mit Chromsiure oder mit salpetriger Siure, Bildung 
eines Phthalids, Reaktion mit Hydroxylamin — aufzukliren, schei- 
terten bisher vollstiindig. Das Pyrrol zeigt eben wegen seiner 
ungewohnlich groBen Substituenten andere Reaktionen als wie 
sie sonst den niederen Homologen eigentiimlich sind. 

Dieses aus Prodigiosin gewonnene Pyrrol mu8 als ein 
Teil des Prodigiosinmolekiils angesehen werden. Es diirfte ur- 
springlich mit der freien «-stindigen CH-Gruppe an einen 
weiteren Molekiilteil gebunden sein. — Wir méchten diesen 
Pyrrylring — C,,H,,N — im Prodigiosinmolekiil als ,,Ring I“ be- 
zeichnen., 

Uber einen weiteren Teil des Prodigiosinmolekiils — ,,Ring II“ — 
gab folgende Reaktion Aufschlu8: Bei der Oxydation des Farb- 
stoffes mit einem Uberschu8 von Wasserstoffsuperoxyd in Nis- 
essiglésung bei 60° gelang es, neben mehreren anderen 6ligen 
und undefinierten Produkten eine Substanz abzutrennen, die nach 
der Behandlung mit Diazomethan in Form schéner Krystalle 
darstellbar war, die sich durch Sublimation im Vakuum reinigen 
lieBen. Die Analyse zeigte, daB sie die Formel C,H,O,N haben. 
Auf die Konstitution dieser Verbindung geben folgende Beob- 
achtungen Hinweise: Die noch nicht mit Diazomethan behandelte 
Substanz ist keine Siure, denn sie lift sich aus einer sodaalkali- 
schen wiBrigen Lisung mit Ather extrahieren, (auch nach der 
Behandlung mit Diazomethan ist diese Léslichkeit noch zu beob- 
achten); aber auch basische Higenschaften sind bei der Verbindung 
C,H,O,N nicht feststellbar: es entstehen keine Salze mit Gold- 
oder Platinchlorwasserstoffsiure, auch nicht mit Pikrinsiure. — 
Bei der katalytischen Hydrierung wird soviel Wasserstoff auf- 
genommen, wie einer Doppelbindung entspricht. Es laBt sich 
weiterhin eine Methoxyl- und eine Methylimid-Gruppe nach- 
weisen, — Diese Beobachtungen sprechen dafiir, daB ein N- 
Methyl-methoxymaleinimid (Formel V) vorliegen diirfte. 

Kine solche Verbindung wurde nun synthetisiert: Das nach 
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der Vorschrift von Wohl’) dargestellte Oxymaleinsiureanhydrid 
(Formel I) wurde in Atherischer Lésung mit Diazomethan in 
das Methoxymaleinsiureanhydrid (Formel Il) iibergefiihrt. Der 
Versuch, diese Substanz nach der Methode von W. Kister?) mit 
alkoholischem Ammoniak zum Methoxymaleinimid (Formel IV) 
umzusetzen, miBgliickte aber. Offenbar ist durch die Anwesenheit 
der Methoxylgruppe die iibliche Reaktionsfaihigkeit des Maleinsiure- 
anhydrid-Komplexes verindert.— Auch die Versuche, das Anhydrid 
mit alkoholischem oder auch mit wasserfreiem Methylamin un- 
zusetzen, fiihrten nicht zu dem gewiinschten Ziel. — Wir fanden 
nun, da8 das Methoxymaleinsiureanhydrid mit kaltem, methylalko- 
holischem Ammoniak das Monoamid der Methoxymaleinsiure 
(Formel IIT) gibt, das dann beim trockenen Erhitzen in ganz guter 
Ausbeute das Maleinimid (Formel IV) bildet. Dies laBt sich dann 
mit Diazomethan zum N-Methyl-methoxymaleinimid (Formel V) 
umsetzen. Die so erhaltene Substanz ist in jeder Hin- 
sicht mit der aus Prodigiosin erhaltenen identisch. 


HOC==—CH CH,OC——CH 
| | + CH,N, | | + NH, 
CO CO —-» CO. GO: ——» 
Ee ~wr” 
O 
I II 
CH,OC——CH CH,OC=—CH CH,OC——CH 
| | erhitzt | | + CH,N, | 
COOH CONH, ——> CO CO — » CO CO 
“galt yy 
NH NCH, 
III IV V 
wags ee i stash RE eg 
| 
CO CO CO CO 
eal atl 
VI VI 


Bei der Auswertung dieses Befundes taucht nun die Frage 
auf, ob die in dem (aus Prodigiosin gewonnenen) N-Methyl-meth- 
oxymaleinimid vorhandene Methoxylgruppe die des Prodigiosin- 
molekiils (vgl. 8.67) ist, oder ob sie sekundir — durch Einwirkung 
des Diazomethans auf eine bei der Oxydation gebildete Hydroxy]- 
gruppe — entstanden ist. Wir zeigten oben, daB aus dem Pro- 
digiosin ein Pyrrol von der Formel C,,H,,N isoliert werden kann. 


1) A. Wohl und C. Oesterlin, Ber. chem. Ges. 34, 1144 (1901); 
A. Wohl und W. Freund, ebenda 40, 2300 (1907). 
*) Liebigs Ann. 345, 18 (1905); Diese Z. 137, 78 (1924). 
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Dieses Pyrrol ist zweifellos in #,A’-Stellung, vielleicht aber ur- 
springlich (im Prodigiosin) auch noch in beiden «-Stellungen 
substituiert. Nahmen wir an, da8 aus diesem Pyrrol (Ring 1) 
durch Oxydation mit Wasserstoffsuperoxyd das Oxymaleinimid 
entstehen kénnte, so miiBten wir fiir diese Oxydation folgendes 
Schema annehmen: 


“es HOC=—CCOOH HOC=—CH 
| | | | 
RG C— —» oo oc >» CO CO 
a i ll eG 
NH NH NH 
C,oHigN— 


Kine solche Reaktion — Entstehung einer Hydroxylgruppe aus 
einer aliphatischen Seitenkette — ist aber unseres Erachtens kaum 
méglich. Wir miissen also annehmen, da8 das aus Prodigio- 
sin gewonnene N-Methyl-methoxymaleinimid aus einem 
methoxylierten Pyrrolring des Prodigiosins entstanden 
ist (den wir als Ring II bezeichnen méchten).') 

Auf Grund der vorliegenden Ergebnisse miissen wir im 
Prodigiosin zwei Pyrrolringe annehmen, die wahrscheinlich durch 
eine CH-Gruppe methenartig verbunden sind. (DaB Dipyrryl- 
methene durch Destillation mit Natronkalk unter Sprengung der 
CH-Briicke zerlegt werden kénnen, lief sich am _5,5’-3,3’-Tetra- 
methyl-4,4’-diithyl-pyrromethen zeigen, das dabei in leidlicher 
Ausbeute Kryptopyrrol gibt, welches als Pikrat identifiziert wurde). 
In dem Prodigiosinmolekil, C,,H,,ON,, ist nach diesen Befunden 
der Molekiilkomplex 

R,C—CR, CH,OC—c--~ 
| | | | (R, + R, + R, = C,H.) 
RC C-——CH=—C C- 
a i ll 
NH N 
als wahrscheinlich anzunehmen, das heift: es sind 16C-, 20 H- 
und 2N-Atome einigermafen sichergestellt. Der Rest des Mole- 





1) Zur weiteren ganz sicheren Entscheidung dieser Frage hatten wir 
beabsichtigt, das Oxydationsprodukt aus Prodigiosin (das vor der Methy- 
lierung leider nicht krystallinisch zu erhalten war) statt mit Diazomethan 
mit Diazoithan zu behandeln. Es miiBte, falls die Methoxylgruppe schon 
vorhanden gewesen wire, dann das N- Athyl- methoxymaleinimid (Formel VI) 
entstanden sein ; oder anderenfalls das N-Athy]-iithoxymaleinimid (Formel VII). 
Diese beiden Substanzen haben wir durch Synthese dargestellt, sie waren 
aber leider trotz Analysenreinheit élig, konnten somit zum Vergleich nicht 
herangezogen werden. — Uber einen weiteren Beweis soll spiiter berichtet 
werden, sobald die experimentellen Daten hierzu geniigend festgelegt sind. 
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kils — C,H,N — muB notwendigerweise auch noch in Form 
eines Ringes vorliegen. Uber diesen Ring (Ring III) hoffen wir 
durch erschépfende Hydrierung und nachfolgende Oxydation 
AufschluB zu erhalten. Vielleicht ist Ring II ein Pyridinderivat, 
das wegen der verschobenen Doppelbindungen (o-chinoide Struktur’ 
bei der direkten Oxydation sehr zum Zerfall neigt und deshall) 
bisher bei der Isolierung der Spaltstiicke nicht gefunden werden 
konnte. 
Experimenteller Teil. 

Das Pyrrol C,,H,,N. — 1. Destillation des Prodigiosins 
mit Natronkalk. 0,5 g Prodigiosin werden mit etwa 2 g Natron- 
kalk fein zerrieben. Ein Rohr aus Hartglas von etwa 8 mm lichter 
Weite wird an einem Ende eng ausgezogen, das ausgezogene 
Ende wird rechtwinkelig umgebogen. Das Rohr wird folgender- 
mafen beschickt: Zuerst kommt ein kleiner Pfropf Silberwolle, 
danach eine etwa 3 cm lange Schicht Natronkalk (in hirsekorngroBen 
Stiicken), dann das Gemisch von Prodigiosin und Natronkalk, 
hierauf wieder eine 2 cm lange Schicht von Natronkalk. — Durch 
das Rohr wird ein Strom von Wasserstoff geleitet. Das aus- 
gezogene und nach unten umgebogene Rohrende miindet in einen 
kleinen Scheidetrichter, der mit etwas Wasser und Ather beschickt 
ist. — Es wird nun das periphere Ende des Rohres (wo die 
Silberwolle liegt) auf etwa 250° erhitzt. Dann wird vom anderen 
Ende her allmahlich fortschreitend kriftig erhitzt, wobei dauernd 
ein schwacher Wasserstoffstrom durch das Rohr geleitet wird. 
Wenn alles in den Scheidetrichter iibergetrieben ist, wird zu dem 
Inhalt desselben nochmals Ather gegeben und gut durchgeschiittelt. 
Die Atherlésung wird mit Bariumoxyd getrocknet, der Ather wird 
verdampft, der Riickstand wird bei etwa 5mm Druck destilliert. 
Bei etwa 105° Badtemperatur geht sehr konstant ein wasser- 
helles Ol tiber. Dieses wird, da es sich an der Luft schnell 
braun farbt, sofort in einer Wasserstoffatmosphire eingeschlossen. 
Ausbeute etwa 118 mg. Zur Analyse wird nochmals im Vakuum 
destilliert. 

2. Destillation des Prodigiosins mit Zinkstaub. 0,2¢ 
Prodigiosin werden mit ganz trockenem Zinkstaub verrieben und 
ihnlich wie bei 1. destilliert. Auch hier bildet sich das gleiche 
Pyrrol, allerdings in einer geringeren Ausbeute (etwa 40mg) und 
in nicht so groBer Reinheit. 

3. Reduktion des Prodigiosins mit Jodwasserstoff-— 
Eisessig. 100 mg Prodigiosin werden mit etwa 10 ccm Jod- 
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wasserstoff—Hisessig (1 Vol. Jodwasserstoffsiure vom spez. Gew. 
1,96 + 1 Vol. Eisessig, durch Zusatz von etwas Jodphosphonium 
entfarbt) 4 Stunden auf 100° erhitzt. Dann wird im Vakuum 
eingedampft und mit verdiinnter Sodalésung und Ather geschiittelt. 
Die Atherlésung wird getrocknet, abgedampft und destilliert. Es 
werden 30 mg des obigen Pyrrols erhalten, das fast analysenrein ist. 
Zu den folgenden Analysen diente das mit Natronkalk dargestellte 
Pyrrol. 
"4500, 4,482 mg Subst.: 13,08, 13,05 mg CO,, 4,50, 4,52 mg H,0. — 
2,242 mg Subst. : 0,179 com N (24°, 766 mm). 
Fiir C,,Hy,N (151,1) Ber. C 19,42 H 11,43 N 9,27 
Gef. ,, 79,28, 79,41 ,, 11,19, 11,28 ,, 9,25. 
Das Pyrrol farbt sich mit Salzsiiure schnell dunkel. Mit 
Salzsiiure auf einen Fichtenspan gebracht, gibt es eine intensive 
Rotfirbung. Mit Salzsiure und Goldchlorid entsteht augenblick- 
lich eine Abscheidung von metallischem Gold. — Das Pyrrol lést 
sich kaum in Wasser, laBt sich aus der atherischen Lésung selbst 
mit einer 15°/, igen Salzsiiure nicht herausziehen. Die Lésung 
in Ather gibt mit Ehrlich-Reagens eine starke Firbung, die bei 
der spektroskopischen Untersuchung ein Maximum von 550—551 uu 
zeigt. Wird das Pyrrol in Ather gelést und mit iitherischer Pi- 
krinstiure versetzt, so wird weder Farbumschlag noch Bildung 
eines krystallisierten Pikrats beobachtet. — Die Versuche, das 
Pyrrol mit salpetriger Saiure (bei Gegenwart von 20°/, iger Schwefel- 
siure) zu oxydieren, fiihrten nur zur Bildung eines braunen Harzes, 
aus dem sich nichts Hinheitliches isolieren lieb. Ebenso gibt die 
Oxydation mit Chromsaureanhydrid in Kisessiglésung nur dlige 
Substanzen, kein krystallisiertes Derivat eines Maleinimides, wie 
eigentlich erwartet werden sollte. Auch die sonst bei der Kon- 
stitutionsaufklarung von Pyrrolen manchmal mit gutem Erfolg 
angewandten Reaktionen: Schmelzen mit Phthalsiureanhydrid und 
Kinwirkung von Hydroxylamin fihrten hier zu nichts FaBbarem. 


Kupplung des Pyrrols mit Diazobenzolsulfosaure 
Etwa 20 mg des Pyrrols werden in 2 ccm Ather gelist. thige 
wird unter Kihlung und Schiitteln eine geniigende Menge Diazo- 
benzolsulfosiure (in wenig 1°/, iger Salzsaure gelést) gegeben. Der 
entstehende Niederschlag wird abfiltriert (26 mg). Er wird in 
1,5 cem n/10-Natronlauge gelést, zu dieser Lésung werden etwa 
0,5 com Alkohol und 1,5 com n/10-Salzsiure gegeben. Der jetzt ent- 
stehende Niederschlag ist zwar fest, aber nicht deutlich krystalli- 
nisch, Er wird zur weiteren Reinigung nochmals wie oben in n/10- 
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Natronlauge gelést und bei Gegenwart von Alkohol mit n/10-Salz- 
siure gefallt. Er wird iiber P, O, im Vakuum bei 70° getrocknet. 
Ausheute 16 mg. Bei der Analyse erweist sich, daB die Substanz 
2,8°/, Asche enthalt (Si0,?), von der bei der Analyseneinwaage 


abgezogen wird, / se 
4,319 mg Subst.: 4,93 mg CO,, 2,54 mg H,O. — 1,647 mg Subst.: | si 
0,184 cem N (18°, 725 mm). — 4,589 mg Subst.: 3,292 mg BaSOQ,. lic 
Fir C,,H,,.N-N;,C,H,SO,H = C,,H,,0,N,8 (335,3) (; 

Ber. C 57,26 H6,31 N 12,52 § 9,54 “ 

Gef. ,, 56,39 , 6,58  ,, 12,50 ,, 9,85. 


Die Substanz bildet ein braunes Pulver ohne scharfen Schmelz- 
punkt. Die Analyse weist darauf hin, daB es sich um einen 
Monoazofarbstoff handelt. Dies wird auch durch folgende Reak- 
| tion weiter gesichert: Wird eine Spur der Substanz in Alkohol 
gelést, die Lésung auf Filtrierpapier gegossen und der Fleck mit 
Salzsiiure betiipfelt, so entsteht kein Farbumschlag. : 2 

Reduktion des Pyrrols C,,H,,N zum Pyrrolidin C,,H,,N. 1 


( 
100 mg Pyrrol werden in 10 com Kisessig gelést und mit 25mg fF : 
Platinoxyd in der Schiittelente mit Wasserstoff geschiittelt. Nach fF 
etwa einer Stunde ist die Hydrierung beendet und der Wasser- [| " 
stoffverbrauch der Theorie entsprechend. Es wird filtriert, mit f 
wenig 10°/, iger Salzsiure versetzt und im Vakuum eingedamplft. 
Der dlige Riickstand wird in etwa 6 ccm 10°/, iger Salzsiure g 
gelést, die filtrierte Lésung gibt mit Goldchlorid Krystalle. Beim 
Erhitzen der Lésung, in der sich die Krystalle befinden, zer- 
flieBen diese zu einem Ol, das aber beim Erkalten wieder er- 
starrt. — Zur Reinigung werden die Krystalle abgesaugt, in etwas § 
Wasser suspendiert und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Das 8 
Filtrat wird durch einen Luftstrom sorgfaltig vom Schwefelwasser- 4 
stoff befreit. Dann wird wieder Goldchlorid zugesetzt, die sich 
bildenden Krystalle werden abgesaugt, mit wenig verdiinnter Salz- [FF  , 
siure gewaschen und bei 70° im Vakuum getrocknet. : 
4,530 mg Subst.: 4,055 mg CO,, 1,75 mg H,O, 1,799 mg Au. fe 
Fiir C,,H,,N-HAuCl, (495,2) Ber. C 24,24 H 4,48 Au 39,82 } 
Gel, 5, 41. 4 S98. ». OeT. ; 


Das Chloroaurat ist scliwer léslich in verdiinnter kalter Salz- i 
siure, méBig léslich in heiBer. Leicht léslich ist es in Alkohol. ( 
Der Schmelzpunkt der reinen Verbindung liegt bei 105° (unkorr.,); t 
nach dem Abkihlen erstarrt die Schmelze wieder. | 

Aus dem Chloroaurat wird das Chloroplatinat bereitet. Die ; 
schén krystallisierte Substanz wird im Vakuum bei 80° getrocknet. 
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3,610 mg Subst.: 4,38 mg CO,, 1,98 mg H,O, 0,972 mg Pt. 
Fiir (C,oH,,N).*H,PtCl, (720,4) Ber. C 33,31 H 6,16 Pt 27,09 
Gef. ,, 88,00 ,, 6,14 . , 26,93. 


Das Chloroplatinat bildet kleine hellgelbe Stabchen. Es ist 


| sehr schwer léslich in kalter und auch warmer verdiinnter Salz- 
_ siure, ebenso sehr schwer ldslich in Alkohol. Der Schmelzpunkt 
liegt bei 212° (unkorr.), wo Zersetzung erfolgt. — Aus dem reinen 


Chloroplatinat laBt sich das Chloroaurat wieder zuriickgewinnen; 


Fes zeigt den unverainderten Schmelzp. 105°. 


Permethylierung des Pyrrolidins. 50mg Chloroplatinat 
vom Schmelzp. 212° werden in Wasser suspendiert und mit 


| Schwefelwasserstoff zersetzt (Einwirkungsdauer etwa 12 Stunden). 
fs wird filtriert, mit einem Luftstrom wird der Schwefelwasser- 


stoff entfernt, dann wird mit Natronlauge stark alkalisch gemacht 
(wobei die Lésung triibe wird) und mehrmals mit einigen Tropfen 
Methylsulfat geschiittelt. Zum Schlu8 wird noch etwas erwarmt. 
Die klare Lésung wird nun salzsauer gemacht. Auf Zusatz von 
Goldchlorid fallt ein hellgelber, nicht sehr deutlich krystalliner 
Niederschlag aus. Er wird abfiltriert, mit verdiinnter Salzsaiure 
und wenig Goldchlorid umgelést und im Vakuum bei 70° ge- 
trocknet. 
4,039 mg Subst.: 4,125 mg CO,, 1,89 mg H,O, 1,511 mg Au. — 1,079 mg 
Subst.: 1,093 mg AgJ (Methylimidbestimmung). 
Fiir C,,H,,N(CH,),AuCl, = C,,H,,NAuCl, (523,2) 
Ber. C 27,53 H 5,01 Au 37,70 CH, 5,73 (fir 2 CH,-Gruppen) 
Gf. , 206 ,58% . Stat , 6,47. 
Die Substanz zeigt keinen scharfen Schmelzpunkt; sie sintert 
schon bei etwa 75° zusammen. Immerhin beweist die Analyse 
zur Geniige die Anwesenheit von 2 Methyl-Gruppen. 


Oxydation des Prodigiosins mit Wasserstoffsuperoxyd. 1g Prodi- 
giosin wird in 110 ccm Eisessig gelést, mit 3ccm Perhydrol ver- 
setzt und im Wasserbad wihrend einer Stunde auf 60° 
erhitzt. Dann werden nochmals 3 ccm Perhydrol zugegeben. 
Nach etwa 7 Stunden Erwirmen auf 60° ist die Lésung 
goldgelb gefirbt. Es wird nun mit 100 ccm Wasser verdiinnt, 
das Wasserstoffsuperoxyd wird durch Kinleiten von Schwefel- 
dioxyd zerstért. Durch Zugabe von Natronlauge wird eine Reak- 
tion erzeugt, bei der Kongopapier nicht mehr blau, aber Lackmus- 
papier noch rot gefirbt wird. Dann wird etwas Calciumchlorid- 
lésung zugesetzt, von dem Niederschlag (Calciumoxalat) wird 
abfiltriert. Das Filtrat wird mit Schwefelsiure kongosauer ge- 
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macht und im Vakuum auf etwa 10 ccm eingeengt. Die Lisung 
wird bis zur alkalischen Reaktion mit Soda versetzt, dann mit 
Ather im Perkolator 24 Stunden extrahiert. (Dabei wird die wiBrige 
Lésung braun unter Ausscheidung eines Harzes.) Der Atherextrakt 
(=A) wird nun bis zur weiteren Verarbeitung beiseitegestellt. — 
Die wiBrige Lésung wird dann schwefelsauer gemacht und 24 Stunden 
mit Ather extrahiert (Atherextrakt = B) Die wiBrige Lisung 
wird zuletzt bei essigsaurer Reaktion nochmals 24 Stunden ex. 
trahiert (Atherextrakt = C). 


Atherextrakt A. Beim Abdampfen des Athers hinterbleibt 
ein gelbes Ol (etwa 240 mg). Dieses wird mit einer Diazomethan- 
lésung tibergossen, wobei starke Stickstoffentwicklung erfolgt. Beim 
Abdampfen krystallisiert eine ziemlich reiche Menge nadelférmiger 
Krystalle aus, die auf Ton abgepreBt werden. Die Krystalle 
werden im Hochvakuum bei etwa 80° sublimiert und nach der 
Sublimation mit wenig Ather gewaschen und im Vakuum getrocknet, 

4,164, 4,82 mg Subst.: 7,875, 9,10 mg CO,, 1,95, 2,26 mg H,O. — 
2,540 mg Subst.: 0,222 cem N (16,5°, 764 mm). — 3,464 mg Subst.: 5,335 mg 
AgJ (OCH,-Bestimmung), 5,10 mg AgJ (NCH,-Bestimmung). 

Fiir C,H,O,N (141) 
Ber. C 51,08 H 5,00 N 9,94 CH, 10,63 (fiir 1CH,-Gruppe am O u. am N) 


Gef. ,, 51,58 ,, 5,24 ,, 10,27 ., 9,84 (als OCH,), 9,41 (als NCH,) 
» 51,50 ,, 5,26 


Mol.-Gew.-Bestimmung: 0,435 mg Subst. gaben in 3,866 mg Campher 
gelést eine Schmelzpunktserniedrigung von 26,5°. Mol.-Gew. ber. 141; 
gef. 169. 

Die Substanz bildet lange weiBe Nadeln von Schmelzp. 127° 
(unkorr,). Sie lést sich schwer in kaltem Wasser, mifig in kaltem 
Alkohol, fast gar nicht in Ather. Leichtléslich ist sie in heiBem 
Wasser und heiBem Alkohol. — Auf Grund der Eigenschaften 
und der Analyse diirfte es sich um ein N-Methyl-methoxymaleinimid 
handeln; dies wird nachher durch die Synthese auch bewiesen. 


Aus der in den Ton aufgesaugten Mutterlauge lassen sich 
durch nochmalige Destillation im Vakuum weitere kleine Mengen 
der Verbindung C,H,O,N darstellen. Der nicht krystallisierte 
Teil erwies sich als ein Gemisch zahlreicher élartiger Substanzen, 
deren nahere Untersuchung vorliufig zuriickgestellt wurde. 


Atherextrakt B. Der Ather wird im Vakuum abgedampft, 
das zuriickbleibende Ol wird mit itherischem Diazomethan iiber- 
gossen, wobei es unter Gasentwicklung in Liésung geht. Es wird 
eingedampft und im Hochvakuum fraktioniert destilliert. 
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1.Fraktion. Bei 60—90° gehen etwa 20 mg eines wasser- 


: klaren Ols tiber. Dies wird nochmals destilliert. Die Fraktion 
pei 70° wird gesondert aufgefangen. Sie bildet eine wasserklare, 
leicht bewegliche Fiissigkeit. Die Stickstoffanalyse ist negativ. 


4,51 mg Subst.: 7,70 mg CO,, 2,91 mg HO. — 3,66 mg Subst.: 9,095 mg 


| AgJ (OCH,-Bestimmung). 


Fir C,H,O, (104) Ber. C 462 H7,7 OCH, 29,81 (fiir 1 OCH,) 
Gef. ,, 46,56 ,, 7,22 ,, 32,84. 
Die Substanz wird vorliufig nicht weiter untersucht. 
2.Fraktion. Erst bei 180° geht bei der Destillation etwas 
Weiteres tiber. Die Fraktion 1830—150° erstarrt zum Teil. Die 


_ Krystalle werden auf Ton abgepresst und durch Sublimation ge- 


reinigt. Sie erweisen sich als Oxaminsiiuremethylester. 


4,426 mg Subst.: 5,715 mg CO,, 1,93 mg H,O. — 2,960 mg Subst.: 
0,343 cem N (22°, 775 mm). 
Fiir C,H,O,N (103,1) Ber. C 34,93 H 4,89 N 13,61 
Gef. ,, 35,22 ,, 4,88 ,, 13,68. 
Mol.-Gew.-Bestimmung: 0,184 mg Subst. in 2,451 mg Campher 
gelést gaben eine Schmelzpunktserniedrigung von 23,5°. Mol.-Gew. ber. 103; 


| gef. 128. 


Die Krystalle schmelzen bei 123° (unkorr.). Sie erweisen 
sich als identisch mit synthetisch dargestelltem Oxaminsiiure- 
methylester (Mischschmelzpunkt). 

Das in dem Ton aufgesaugte Ol wird weiter fraktioniert 
destilliert, wobei aber nur — neben kleinen Mengen Oxaminsiure- 
methylester — 6lige Gemische gefunden werden kénnen, deren 
Untersuchung zuriickgestellt werden muB, bis vielleicht griBere 
Mengen Material spiter einmal ihre Trennung erméglichen. 

Atherextrakt ©. Beim Eindampfen der Atherlésung hinter- 
bleiben nur Spuren einer éligen Fliissigkeit, deren Untersuchung 
nicht weiter verfolgt wird. 

Synthese von N-Methyl-methoxymaleinimid. Monoamid der 
Methoxymaleinsaiure. Das nach Wohl?) dargestellta Oxy- 
maleinsiureanhydrid wird mit einer Atherischen Diazomethan- 
lisung tibergossen und iiber Nacht aufbewahrt. Das Anhydrid 
geht allméhlich unter Gasentwicklung in Lésung. Es wird ab- 


gedampft, der dlige Riickstand wird mit der etwa 50fachen 


Menge methylalkoholischen Ammoniaks (bei 0° gesittigt) iiber- 
gossen. Unter schwacher Erwarmung geht die délige Substanz 


_ in Lésung, nach wenigen Minuten aber beginnt die Abscheidung 





1) Ava. O. 
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von weiBen Krystallen. Diese werden abgesaugt und aus wenig 
Methylalkohol umkrystallisiert, dann bei 70°im Vakuum getrocknet, F 

3,010 mg Subst.: 4,55 mg CO,, 1,35 mg H,O. — 3,312 mg Subst: F- 

0,264 cem N (14°, 767 mm). 3 
Fiir O,H,O,N (145,1) Ber. C 41,40 H 4,86 N 9,66 
Gef. ,, 41,23 ,, 5,02 ,, 9,47. 

Die weiBen Krystalle sind maBig léslich in kaltem, leicht F~ 
léslich in heiBem Wasser. Ebenso ist die Loslichkeit auch in 
kaltem Alkohol ziemlich gering. In Ather sind sie fast unldslich, 
Der Schmelzpunkt liegt bei 179,5° (unkorr.), wo unter starker 
Gasentwicklung Zersetzung erfolgt. 

Methoxymaleinimid. Das Monoamid wird in Portionen vou 
etwa 0,2 g im Reagenzglas iiber freier Flamme schnell erhitzt. Dabei 
geht unter lebhafter Ammoniakentwicklung ein Ol in den oberen Teil 
if des Reagenzglases, das zum groBen Teil erstarrt. Die Krystalle f 
































werden abgepreBt und im Vakuum bei 110—120° sublimiert. 
4,471 mg Subst.: 7,735 mg CO,, 1,57 mg H,0O. d 

Fir C,H,0,N (127,1) Ber. C 47,18 H 3,93 u 

Gef. ,, 47,22 ,, 3,97. ae 

Die hellgelb gefarbten Krystalle schmelzen bei 169° (unkorr. FY 

Sie sind in kaltem Wasser kaum léslich, ziemlich léslich inf 7 
heiBem Wasser und auch in kaltem Alkohol, schwer léslich in Ather.— =" 


N-Methyl-methoxymaleinimid. Das rohe Methoxymalein- " 
imid wird mit einer atherischen Diazomethanlésung iibergossen, F - 
wobei unter Gasentwicklung Lésung erfolgt. Beim Eindampfen F- 
hinterbleibt eine Krystallmasse, die im Vakuum bei 70° sublimiert F - 
wird. Zur Reinigung wird die Sublimation noch einmal wiederholt. F 

4,998 mg Subst.: 9,39 mg CO,, 2,21 mg H,O. i | 

Fir C,H,O,N (141,1) Ber. C 51,05 H 5,00 
Gef. ,, 51,24 ,, 4,95. (N 


Die Substanz zeigt einen scharfen Schmelzpunkt von 127° fF - 


(unkorr.), sie zeigt auch sonst die gleichen Eigenschaften wie die f ~ I 
aus Prodigiosin erhaltene. Beide Substanzen, zu gleichen Teilen fF ~ ‘ 
gemischt, zeigen keine Spur einer Schmelzpunktsdepression. ” 
ae St 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschatt> 4 


danken wir fiir Mittel, die zur Durchfiihrung der Arbeit bendtigt F - 
wurden. Herrn Professor Dr. Hans Fischer-Miinchen méchten fF - 
wir auch an dieser Stelle nochmals herzlich danken fiir das In- [ - 
teresse, das er an der vorliegenden Arbeit gezeigt hat und fiir | 

seine wertvollen Ratschlige, die er uns namentlich bei der Be- 
arbeitung des Pyrrols erteilt hat. 

















Uber die Cerebronsiure. 
(18. Mitteilung iber Cere broside.)?) 


Von 


E. Klenk und W. Diebold. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Januar 1933.) 


Im Gegensatz zu ilteren Befunden von Levene und Jacobs’?), 
Levene und West**®*, Levene und Taylor’), nach welchen 
die Cerebronsiure durch oxydativen Abbau mit Kaliumpermanga- 
nat Lignocerinsiure (C,,H,,0,) liefert, hat der eine von uns) vor 
einigen Jahren als Oxydationsprodukt eine T'ricosansiiure (C,,H,,O,) 
vom Schmelzp. 78,5° erhalten. Levene und Taylor’) hielten 
gunichst die Richtigkeit ihrer friiheren Befunde aufrecht. Doch 
ist gegen diese Nachpriifung einzuwenden, daB das als Ausgangs- 
material verwendete Produkt, welches den Schmelzp. 130° besab, 
mit Thierfelders Cerebronsiure, fiir welche wir regelmaiBig den 
Schmelzp. 101 bis 102° finden, nicht identisch war. Wir halten 
es fiir sehr unwahrscheinlich, daB Siuren von so hohem Schmelz- 
punkt als Spaltprodukte der Cerebroside auftreten. 

Die weiteren Nachpriifungen von Taylor und Levene”), 
bei welchen eine Cerebronsiiure von weniger zweifelhafter Natur 
(Schmelzp. 100°) als Ausgangsmaterial verwendet wurde, fihrte 
dann in der Tat ebenfalls zur Isolierung einer ‘Tricosansiure. 
Da aber durch wiederholte fraktionierte Destillation der Methyl- 
ester des Oxydationsproduktes auBerdem noch kleinere Mengen 
von niedriger und héher molekularen Siiuren zu erhalten waren, 
so wurde nun die Kinheitlichkeit der Cerebronsiiure bezweifelt 
und die Substanz als ein Gemisch von verschiedenen, nicht niher 





') 12. Mitteilung: Diese Z. 198, 25 (1931). 
*) J. of biol. Chem. 12, 381 (1912). *) Ebenda 14, 257 (1913). 


*) Ebenda 15, 193 (1913). 5) Ebenda 18, 477 (1914). 
®) Ebenda 26, 115 (1916). 7) Ebenda 52, 227 (1922). 
*) Diese Z. 174, 214 (1928). ”) J. of biol. Chem. 80, 227 (1928). 


”) Ebenda 84, 23 (1929). 
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definierten Oxysiuren angesprochen. Nachdem in den letzten 
Jahren eine weitere Klirung des, nach Ansicht der Autoren noch 
vollig ungelésten Problems nicht mehr erfolgte, beschlossen wir, 
uns selbst davon zu iiberzeugen, inwieweit die von Taylor und 
Levene gezogenen weitgehenden SchluBfolgerungen experimentell 
begriindet sind. 

Viel Zeit und Miihe mufte auf die Beschaffung der groBen 
Menge Cerebronsiure, die wir fiir die Untersuchung brauchten, 
verwendet werden. Sie wurde aus phosphorfreien oder doch 
nahezu phosphorfreien Cerebrosidgemischen durch Spaltung mit 
10°/, iger methylalkoholischer Schwefelsiure und Trennung der 
sich abscheidenden gesittigten Fettsituren nach der Vorschrift 
von K. Klenk") durch Fiallung mit Magnesiumacetat erhalten, 
Schmelzp. 99—100° Um eine méglichst vollstindige Abtrennung 
der Lignocerinsaure zu erzielen, haben wir die Fallung mit Magne- 
siumacetat (bei einem kleineren Teil mit Lithiumacetat) noch 
2mal wiederholt und dann die Siure aus dem 20 fachen Volumen 
Aceton umkrystallisiert. Schmelzp. 101—101,5°. Zur Analyse 
wurde eine kleine Probe noch einmal aus Aceton umkrystallisiert, 
wobei sich der Schmelzpunkt nicht mehr dnderte. 

4,220, 4,640 mg Subst.: 11,65, 12,80 mg CO,, 4,76, 5,16 mg H,O. 
C,,H,0, Ber. C 74,93 H 12,58 Gef. C 75,8, 75,2 H 12,6, 12,5. 

185 ¢ Cerebronsiure wurden dann in Portionen von etwa 


25 g nach Levene und Taylor’) in Acetonlésung mit Kalium- — 


permanganat oxydiert. Zur Abtrennung des unverinderten Aus- 
gangsmaterials wurde das rohe Oxydationsgemisch in dem 20 fachen 
Volumen Methylalkohol gelést und aus der siedend heiBen Lésung 
die Cerebronsiure (a) durch Zugabe einer kleineren Menge Lithium- 
acetat (etwa 1/, der zur vélligen Umwandlung des Siuregemischs 
in die Lithiumsalze erforderlichen Menge) in 10°/, iger methyl- 
alkoholischer Lésung gefillt. Aus dem wieder zum Sieden erhitzten 


 Filtrat fallte man dann durch weitere Zugabe von Lithiumacetat 


(etwa die 5fache der zur ersten Fillung beniitzten Menge) den Haupt- 
teil (b) des Oxydationsproduktes. Der noch in Lésung gebliebene 
kleinere Rest (c) fiel beim Abkiihlen des Filtrates aus. Fraktiona 
15 g. — Fraktion b 88 g (Schmelzp. 75,5°%). — Fraktionc 30g. Aus 
der unverindert zuriickerhaltenen Cerebronsiure (a) wurden durch 
nochmalige Oxydation auf dieselbe Weise weitere 8,5 g des Oxy- 
dationsproduktes erhalten (Schmelzp. 76—76,5°). Ebenso lieferte 





11) Diese Z. 166, 277 (1927). 
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Fraktion c durch nochmalige Wiederholung der Fillung mit 
Lithiumacetat 20 g des der Fraktion b entsprechenden Produktes 
(Schmelzp. 74—74,5°). Die Gesamtmenge des so erhaltenen Oxy- 
dationsproduktes betrug demnach 117 g oder 70°/, d. Th. 

Die daraus auf die tibliche Weise durch Kochen mit 3°/,iger 
methylalkoholischer Schwefelsiiture und Ausschiitteln mit Petrol- 
‘ither dargestellten Methylester haben wir alsdann in dem zur 
Trennung von héheren Fettsiuren besonders gut bewahrten Frak- 
tionierapparat von Jantzen und Tiedcke!*) im Vakuum bei 
0,5 mm Hg fraktioniert destilliert (vgl. Tabelle nichste Seite). 

Die zur Abnahme des Destillats dienende Kapillare wurde so eng 
gewihlt, da8 in einer Stunde etwa 8 g Destillat iibergingen. Siedep. 220 bis 
235° (gemessen durch ein in die siedende Fliissigkeit eingetauchtes Thermo- 
meter). Badtemperatur 270—300°. 

Zur Gewinnung der freien Séiuren verseifte man jeweils 1,0 ¢ 
Ester mit dem 4fachen Uberschu8 etwa n/2-methylalkoholischer 
Kalilauge und saugte das schon wahrend des Kochens sich ab- 
scheidende Kaliumsalz nach dem Abkiihlen der Liésung ab. Das 
zur Entfernung etwa noch vorhandenen Esters oder Unverseif- 
baren griindlich mit Ather behandelte Salz wurde durch Schiitteln 
mit reinem Ather unter Zugabe von Mineralsiure zerlegt.1) Bei 
allen Fraktionen wurden Siuren erhalten, die aus dem Schmelz- 
flu8 in grob krystalliner Form erstarrten und sich dann leicht 
mz einem lockeren Pulver zerreiben lieBen. Sie krystallisierten 
aus Aceton oder Benzol in glinzenden Blittchen. 

Die Zusammenstellung zeigt, daB von Fraktion 5 ab praktisch 
reine Tricosansiure iiberging. Die reinsten Produkte waren die 
heiden letzten Fraktionen (9 und 10). Ihr Schmelzpunkt lag nur 
noch unwesentlich niedriger (0,5—1°), als der einer zum Vergleich 
synthetisch dargestellten Tricosansiure. (Schmelzp. 79,5—80°).*) 





*) Zur Synthese wurde folgender Weg eingeschlagen: 
C,,H,;-COOC,H, natn C,,H,3-CH,OH ki. 
C.,H,3*CH,J Z°%, C,,H,3-CH,-CN -Verelfung . ¢,.H,,-CH,-COOH. 





| Als Ausgangsmaterial diente Erucasiiure (C,,H,,-COOH) ,,Kahl- 


baum“, Sie fiihrte bei der Hydrierung ohne weiteres zu reiner 


| n-Docosansiure (Schmelzp. 80,5—81°). Die Reduktion des Esters 


geschah nach der neuen schénen Vorschrift von Bleyberg und 
Ulrich"), im iibrigen hielten wir uns an die Angaben von Levene 


und Taylor.) 
12) J. prakt. Chem. 127, 277 (1930). 18) Vgl. dazu diese Z. 200, 58 (1931). 
14) Ber. chem. Ges. 64, 2504 (1931). 1°) J. of biol. Chem. 59, 905 (1924). 
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Uber die Cerebronsiiure. 88 


Dieselbe Schmelzpunktsdifferenz zeigte auch noch eine Siure, 
die aus dem oftmals aus Aceton und Methylalkohol umkrystalli- 
sierten Methylester (Schmelzpunkt 55,5—56°) von Fraktion 9 ge- 
wonnen war. 

4,598, 3,810 mg Subst.: 13,15, 10,90 mg CO,, 5,41, 4,42 mg H,O. — 
50,8, 54,1 mg Subst.: 1,44, 1,53 ecm n/10-alkoholische Lauge. 
CosH aes Ber. C 77,89 H 13,08 Aquiv.-Gew. 354,4 

Gt 7H 9 , 181, 189 - 358, 354. 


Eine Mischprobe mit der synthetischen Siure (Mischungs- 
verhaltnis 1:1) schmolz bei 79,5°. Sie zeigte also keine Schmelz- 
punktsdepression. Es lag demnach n-Tricosansiure vor. Nach 
Taylor und Levene?) ist die von ihnen isolierte Tricosansiure 
vom Schmelzp. 76—77° identisch mit einer durch Abbau aus 
Lignocerinséure gewonnenen ,,[sotricosansiure“. Da die Lignocerin- 
siure (Schmelzp. 80—81°) nach neueren Beobachtungen [Brig] 
und Fuchs’), Klenk!’), Jantzen und Tiedcke?’), Taylor?)] 
heute wohl endgiiltig als noch nicht ganz reine n-Tetracosan- 
siure (Schmelzp. 84,5—85°) anzusprechen ist, so wird dement- 
sprechend auch die daraus dargestellte ,,[sotricosansiure“ eine 
noch unreine n-Tricosansiure sein. Die Frage, ob die von 
EK. Klenk’) als Oxydationsprodukt der Cerebronsiiure isolierte 
Tricosansiure vom Schmelzp. 78,5° oder — wie es Taylor und 
Levene?) fiir sich in Anspruch nehmen — die von ihnen iso- 
lierte Siure vom Schmelzp. 76—77° das reinere Produkt ist, scheint 
uns nach dieser Sachlage keiner weiteren Erérterung zu bediirfen. 


Fraktion 1 halten wir fiir ein Gemisch von Tricosansiure 
und niedrigeren Homologen. Da8 es sich dem Aquivalentgewicht 
entsprechend um eine auch nur einigermafen einheitliche Docosan- 
siure handelte, ist sehr unwahrscheinlich, da die Substanz niedriger 
schmolz als alle anderen Fraktionen. Desgleichen sind auch die 
Fraktionen 2—4 als derartige Gemische aufzufassen, wobei jedoch 
Fraktion 4 bereits vorwiegend aus Tricosansiiure bestand. Die 
Menge dieser niedriger molekularen Siiuren war offensichtlich nur 
gering. Unter der Annahme, da8 die Fraktion 1 ein Gemisch 
von C,,...-, ©,,...- und C,,...-Siéuren zu gleichen Teilen war, 
Fraktion 2—4 dagegen Gemische der C,,...- und C,,...-Siiuren, 
errechnet sich auf Grund des Aquivalentgewichtes der einzelnen 





1) Diese Z. 119, 280 (1922). 17) Ebenda 166, 268 (1927). 
18) J. of biol. Chem. 91, 541 (1931). 
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Fraktionen fiir die Gesamtmenge des Destillats folgende Zu- 
sammensetzung: Tricosansiiure 85°/,, niedrigere Homologe 15°), 
Mit Hilfe des von uns verwendeten Fraktionierapparates wird 
bei natiirlichen Fettsiuregemischen eine viel schirfere Trennung 
erreicht als im vorliegenden Fall. Das abweichende Verhalten 
erklirt sich dadurch, daf in den natiirlichen Gemischen die 
zu trennenden Homologen sich um zwei, hier dagegen nur um 
ein C-Atom unterscheiden. 


Wir haben auch den in der groBen Apparatur nach beendeter 
Destillation zuriickbleibenden, seiner Menge nach nicht ganz zu 
vernachlissigenden Riickstand noch etwas genauer untersucht. 
Beim Aufnehmen in Ather blieb ein Teil ungelist. 


2,6g. Schmelzp. 85—95°, also sehr unscharf. Die offenbar sehr hoch- 
molekulare Substanz (Keton?) diirfte sich wohl erst wihrend der Destillation 
gebildet haben. 


Der itherlésliche Teil wurde zuniichst in einem kleineren 
Fraktionierapparat (Fraktion I und IT) und dann noch im Claisen- 
kolben (Fraktion III und IV) bei einem Druck von 0,5 mm Hg weiter 
destilliert, bis schlieBlich nur noch eine kleine Menge (2,1 g) einer 
nicht mehr destillierbaren gelbbraunen Masse im Kolben zuriickblieb. 































































































Methylester Freie Saure 
Menge | Nach Umkryst. Aquiv.- 
Menge} Schmp. “ Schmp. Aquiv.- — und gewicht 
: , ’ . berechnet 
in in ° in ° ew. : 
S Eoter Schmp. | Aquiv.- 
ale -) in ° gew. 

1} 57 | 565 | 093 | 79 /364/364 | 79 | 366/363 | OyoH,,0, 
Ir | 5,5 | 57 0,91 _| 872/375 | 79,5 | 862/862] 354,4 
Tl | 4,0 | 56,5 | 0,75 11-115 5) 884/381 | 77,5—78) 362 

C,,H,,0, 

IV | 2,2 |59—65} 0,81 | ca. 86 | 382/382 87,5 | 873/370] 368,4 
I II II IV 

Einwage, mg Substanz*) | 48,6/50,8 | 86,6/109,1 | 62,9/83,4 | 78,5/71,3 

(71,8/68,9) | (64,9/68,1) (62,6) | (82,0/68,6) 

Verbrauch, cem n/10- | 1,34/1,39 | 2,83/2,91 | 1,64/2,19 | 2,05/1,87 

alkoholische Lauge (1,95/1,76) | (1,79/1,88) (1,73) (2,20/1,86) 


*) Die eingeklammerten Zahlen beziehen sich auf die umkrystallisierte 
Substanz. 
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Fraktion I und IL waren noch rein weibe Substanzen. Die 
freien Sauren krystallisierten in glinzenden Blittchen. Die Frak- 
tioen III und IV dagegen waren schwach gelb gefirbt. Die 
freien Sauren waren nicht deutlich krystallin. Die umkrystalli- 
sierten Siuren zeigten (soweit ermittelt) folgende elementare Zu- 
sammensetzung: 


4,871, 4,620 mg Subst. (II): 13,960, 13,250 mg CO,, 5,460, 5,080 mg 
H,O. — 4,481, 4,615 mg Subst. (IIT): 12,880, 13,230 mg CO,, 4,840, 5,090 mg 
H,O. — 3,948 mg Subst. (IV): 11,12 mg CO,, 4,60 mg H,0. 

C,sH,,0, Ber. C 77,89 H 13,08 Gef. II C 78,2,78,2 H12,5, 12,3 . 
C,,Hy,0, « » ae . oe » Ill ,, 78,4, 78,2 ,, 12,1, 12,85. 
» I , WR » 13,0. 

Die Frage iiber das Vorkommen von héheren Homologen 
der Tricosansiure in diesen letzten Fraktionen ist nicht mit Sicher- 
heit zu entscheiden. Die hohen Aquivalentgewichte derselben 
riihren zweifellos zum mindesten in der Hauptsache von kleinen 
Beimengungen anderer Art her. Dies geht vor allem daraus 
hervor, da8 die Werte durch Umkrystallisieren der Substanzen 
deutlich absinken und sich wieder dem der Tricosansiure nihern. 
Auch die elementare Zusammensetzung entspricht nicht der eines 
Gemischs von Tricosansiure und deren héheren Homologen. Nach 
Lage der Dinge muB es als sehr wahrscheinlich bezeichnet werden, 
daB die Fraktionen [—III im wesentlichen noch aus Tricosan- 
siure bestehen. Erst in Fraktion IV diirfte diese Siure stark 
zuriicktreten. Hier ist vor allem mit der Anwesenheit von un- 
verinderter Cerebronsiure, Ketosiuren und anderer Stoffe zu 
rechnen, die bei der Oxydation als Nebenprodukt oder wihrend 
der Destillation gebildet wurden. 


Zusammenfassend ist gegeniiber den anderslautenden Dar- 
stellungen von Taylor und Levene festzustellen, da8 das Haupt- 
produkt des oxydativen Abbaus der Cerebronsiure n-Tricosan- 
siure ist. Die kleinen Mengen der vorhandenen niedrigeren Homo- 
logen diirften aus der Cerebronsiiure dadurch entstanden sein, 
daB die Oxydation zu einem geringen Betrag noch iiber die 
Stufe der Tricosansiiure hinausging. Héhere Homologe lassen 
sich nicht mit Sicherheit nachweisen. Wenn es Taylor und 
Levene in der Tat gelungen sein sollte, aus dem rohen Oxy- 
dationsprodukt Spuren von Lignocerinsiiure herauszufraktionieren, 
so war wohl diese Siure bereits der als Ausgangsmaterial ver- 
wendeten Cerebronsiure beigemischt. Die Annahme, dai Thier- 
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felders*) so gut charakterisierte Cerebronsiure ein Gemisch yon 
verschiedenen Oxysiuren ist, halten wir fir sachlich unbegriindet, 
insbesondere berechtigt nichts zur Annahme des Vorhandenseins 
einer Oxysiure, die bei der Oxydation in Lignocerinsiure iiber- 
geht. Es haben sich also keinerlei neuen Tatsachen ergeben, 
die mit den friiheren Feststellungen, durch welche die Cerebron- 
siure als a-Oxy-n-tetracosansiiure charakterisiert wurde, in Wider- 
spruch stehen. 





*) Das Verdienst als erster Cerebronsiiure isoliert zu haben gebiihrt 
unzweifelhaft Thierfelder und nicht Thudichum. Wir sehen uns zu 
dieser Bemerkung infolge der wiederholten gegenteiligen AuBerungen von 
Levene veranlaBt. Die Schmelzpunkte von Thudichums Neurostearin- 
siiure und Thierfelders Cerebronsiure sind so verschieden (84° gegeniiber 
100—101°), daB die Substanzen trotz der einigermaBen iibereinstimmenden 
elementaren Zusammensetzung (Differenz 1°/, C) nicht als identisch an- 
gesprochen werden kénnen. Die heute allgemein anerkannten, grofen 
Verdienste Thudichums werden dadurch nicht beriihrt. 


SN Se rane 





( 











Uber die Abhangigkeit des Baues der Proteine des Blutserums 
von den Stoffwechselvorgangen im Organismus. 
Von 


E. G. Schenck und H. K. Kunstmann. 


(Aus dem Institut fiir Pathologie am Kaiser-Wilhelm-Institut und der Medizinischen Klinik 
zu Heidelberg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Januar 1933.) 


Von einer Reihe von Autoren (Goldschmidt und Kahn}, 
Fischer und Blankenstein?), Lustig’), K. Lang‘), Schenck 
und Schliiter®) wurde gezeigt, da die isolierten Proteine des 
menschlichen Blutserums in ihrem Aufbau Verschiedenheiten auf- 
weisen, Verschiedenheiten nicht nur von Individuum zu Individuum, 
sondern auch bei dem gleichen Menschen. Von Schenck und 
Schliiter wurde ferner gezeigt, daB bei Nierenkranken durch 
Verabreichung von Harnstofi die Ausscheidung von Globulin im 
Harn fast vollig unterdriickt wurde, und daB dieses, soweit es 
dargestellt werden konnte, wie auch das in unverinderter Menge 
ausgeschiedene Albumin eine deutliche Zunahme des T'ryptophan- 
gehaltes gegeniiber den an den vorhergehenden und den folgenden 
Tagen ausgeschiedenen Proteinen aufwies. Dazu kommen die An- 
gaben Wohlfeils®), da Infektionen zu ganz typischen Ver- 
schiebungen in dem Aminosiurengehalt des Serums fiihren. 

Diese Ergebnisse veranlaBten uns, der Frage nachzugehen, 
inwieweit diese Anderungen im Bau der Serumproteine bedingt 
seien durch das Stoffwechselgeschehen; denn in verschiedenen 
Untersuchungen (Schenck und Schliiter, Schenck und Woll- 
schitt’) war uns bekannt geworden, da8 auch die Gewebs- 
proteine (Leber, Nieren, Muskulatur und Herz) je nach dem Zu- 
stande des Organismus und seinen Bediirfnissen eine wechselnde 
Zusammensetzung haben. Die Proteine der Gewebe, der Gewebs- 
sifte und des Blutplasmas stehen miteinander in enger Beziehung. 
Nicht werden Albumine und Globuline von Leber, Milz oder 
Knochenmark in die Blutbahn hinein ,,sezerniert’, nicht ent- 
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stehen sie allein beim Untergang von Zellen, wie etwa der Leuko- 
cyten, indem deren HiweiBreste in das Blut eingeschwemmt werden, 
sondern sie werden dauernd von dem sich mit den Stoffwechsel- 
bediirfnissen andernden GewebeeiweiB als dessen zur Zeit nicht 
verwendbare Bestandteile abgegeben, um an anderer Stelle zu 
wirken oder um, wenn die Notwendigkeit es erfordert, wieder auf- 
genommen zu werden. 


Diese Anschauungen sind keineswegs nur Behauptungen, sic 
sind vielfaltig begriindet. Dariiber wird der eine von uns an 
anderer Stelle berichten, aber die Wandelbarkeit der Serumproteine 
innerhalb einer Zeit von einigen (2—3) Stunden ist eine dieser Be- 
griindungen. Weitere werden in dieser Untersuchung hinzukommen, 


Wir fragen uns also, ob es méglich ist, wie zu einem Niichtern- 
blutzucker so auch zu einem ,,NiichterneiweiB“ zu kommen, einem 
Hiwei8 also, das nach lingerem Hungern, wenn Umsetzungsgrife 
und Art im Organismus eine gewisse Konstanz aufwiesen, in seiner 
Architektonik zum mindesten beim gleichen Menschen solchem 
gleich oder ihnlich war, das zu anderer Zeit ebenfalls nach Hunger 
aus dem Blute dargestellt wurde? War es andererseits méglich 
durch Zufiihrung von Stoffen, die im Ké6rper verarbeitet werden 
muBten, gréBere Veriinderungen im Bau der Hiweifstoffe hervor- 
zurufen? 

Zur Priifung dieser Fragen stellten wir folgende Selbstversuche an: 
nach 24 stiindigem Hungern machten wir einen AderlaB und 4 Stunden 
darauf immer noch hungernd abermals einen, um zu sehen, ob und in 
welcher Richtung Veriinderungen bereits durch die Blutentnahme veranlabt 
wurden. 8 Tage spiter unternahmen wir das Gleiche, jedoch nahm der eine 
von uns (K.) nach der ersten Blutentnahme 50 g Harnstoff, der andere 
30 g EiweiB (gekochter Schinken und 1 Ei) zu sich. 3 Stunden nach dieser 
Mahizeit wurde dann der zweite Aderla8 vorgenommen. Ruhe zu halten 


war uns weder am Hungertage noch am Versuchstage méglich. Insofern 
konnten wir nicht die giinstigsten Bedingungen wihlen. 

Aus dem Blutserum wurden nach der iiblichen Methodik die Serum- 
proteine (die verschiedenen Globuline in einer Fraktion, da es sonst zur 
Analyse zu wenig geworden wiire) dargestellt und analysiert. 

Methodik: Hexonbasen nach dem Verfahren yon A. Kossel*); Cystin 
und Tyrosin nach Folin und Marenzi®*); Tryptophan nach May und 
Rose’), freier Amino-N nach Parnas*'), red. Gruppe wie an anderer 
Stelle !?) beschrieben. 


Untersuchungen iiber die vorkommenden Fehlerbreiten wurden friiher 
angestellt.'%) 


Die Ergebnisse dieser Untersuchungen findet man in der 
folgenden Tab. I. Wir sehen, daf die Beantwortung der von uns 
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erhobenen Fragen keineswegs so klar erfolgt, wie wir gewiinscht 
hitten. 

In der Zeit des Hungers, die wir einhielten, kommt es zum 
mindesten noch nicht zur Bildung eines einheitlich zusammen- 
gesetzten NiichterneiweiBes; denn die Werte der verschiedenen 
Albumine und Globuline zeigen — aber das ist jeweils nur fiir 
ein und denselben Menschen s0 giiltig — trotz verschiedener Ahn- 
lichkeiten doch weitgehende Unterschiede. 

Schon in den Konzentrationen duBert sich das. Durch den 
ersten AderlaB wurde an K. bei gleichbleibender Globulinmenge 
eine Albuminvermehrung um fast 0,5°/, hervorgerufen, wihrend 
hei Sch. keinerlei Anderungen eintraten, dagegen brachte die 
Harnstoffaufnahme bei K. neben geringer Globulinvermehrung 
ein Steigen des Albumingehaltes um 1,1°/,. Die Eiwei8zufuhr 
bei Sch. — abgesehen davon, da hier beim AderlaB am 
2. Versuchstage die Albuminmenge schon um 0,7°/, weniger 
betrug als am 1. Versuchstage — fiihrte lediglich zu einer 
Globulinverminderung von fast 0,3°/,, wihrend die Albumin- 
menge sich etwas vermehrte, was aber doch einer deutlichen 
Steigerung unter der Kiweifzufubr entsprechen kénnte, da sie 
sich beim ersten Versuch nur als Folge des Aderlasses ver- 
ringert hatte. Davon, daB die EKiweifstoffe in den Spalten I und 
IU, die sich entsprechen wiirden, nicht gleich sind, sprachen wir 
ja schon. Man wird ihre Verschiedenheiten aus der T'ab. I ab- 
lesen kénnen, ferner auch die, die zwischen den beiden unter- 
suchten Menschen an sich bestehen. 

Wenn wir uns nun der Frage nach der Verinderung der 
Proteine durch die Ernihrung zuwenden, so kann man diese nur 
entscheiden, indem man die Verinderungen studiert, die bereits 
durch die Auswirkung der Blutentnahme entstehen und diese dann 
mit jenen vergleicht, die wir nach der Nahrungsaufnahme finden, 
da ja in dieser die auf den Aderla8 hin aufgetretenen unumgiing- 
lich enthalten sind. 7 

Von Verinderungen als Aderlaffolgen werden wir nur die- 
jenigen bewerten, die bei den zwei Versuchspersonen gleichsinnig 
erfolgten, jedoch machen diese den ganz iiberwiegenden Teil aus. 
Ich will diese Verainderungen nicht im einzelnen beschreiben, 
sondern habe sie der leichteren Verstiindlichkeit wegen in eine 
Tabelle eingeordnet; diese versteht sich von selbst (Tab. Il). 

In je einer der drei Spalten ist festgestellt wie sich Albumin 
und Globulin im Serum nach AderlaB, Harnstoff- und Hiweif- 
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Tabelle IL. 


Einflu8 von duBeren Einwirkungen auf den Bau der Serumproteine. 


























AderlaB Harnstoff EiweiB 
Alb. | Glob. | Alb. | Glob. | Alb. | Glob. 
| | 

Gesamt-N ...... + + ale ao 2 ae 
Hexonbasen..... ~ rs i‘ pee pane ren 
Arginin-N...... He as he ie sup sbetil 
Lysin-N ....... _ + + cnc pedi. | apie 
Histidin-N...... +. —- ~ 41 _ iniiaciok 
Amino-N ae a a ~ ~ _ 4+ + + 
Cystin ge ee ee a ~ ~ ais + aii 4 
Tryptophan ..... + ~ ~ se ws rm 
Tyrosim ....... ~ ~ $+ ‘ a on 
red. Gruppe. .... “He “He = a ais ins are 











$; divergierendes Verhalten zwischen den beiden Versuchspersonen 
~ annihernd gleich (unter Beriicksichtigung der Fehlerbreite der 
Analysenmethode) 
++ bei Steigerung iiber 2°/, 
+++ bei Steigerung iiber 4°/, 
— im gleichen Sinne bei Senkung 


zufuhr gegeniiber dem verhalt, das 3—4 Stunden vorher entnommen 
wurde. Wir sehen, daS sowohl auf Harnstoffeingabe wie nach 
KiweiBverfiitterung im Bau der Serumeiweibkérper Uminderungen 
eintreten, die von denen, die ein AderlaS hervorruft, aber auch 
untereinander vollig verschieden sind, Zu erwihnen ist, daB beim 
Gesunden die Zunahme des Tryptophans, die beim Nierenkranken 
auf Harnstofizufuhr sehr deutlich wird, nicht in dem MaBe ein- 
tritt. Bemerkenswert ist ferner, daB Parallelen in der Richtung 
der Verinderungen im Albumin und Globulin des gleichen Blutes 
weitgehend lediglich nach EiweiSzufuhr auftreten. 

Wir kénnen also die erste Frage, die wir uns stellten, ob 
es nimlich so etwas wie ein ,,Niichterneiwei8“ gibt, nicht klar 
beantworten; denn die Hungerzeit mag viel zu kurz sein. Sehr 
wahrscheinlich wird, daB man erst im EiweiSminimum einen 
solchen Zustand findet. Die zweite Frage aber kénnen wir mit 
Sicherheit bejahen; die Ernihrung hat einen Kinflu8 auf den 
Bau der SerumeiweiBstoffe, und auch die Zufuhr von anderen 
kérpereigenen Substanzen, welche eine Anregung der Stoffwechsel- 
vorginge bewirken. Diese letztere Tatsache macht aber wahr- 
scheinlich, daB es nicht die Aminosiuren des zugefiihrten EiweiBes 
sind, die durch Anlagerung an die kreisenden Proteine des Serums 
solche Verainderungen hervorrufen — was man denken kénnte —, 
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sondern daB diese Umpriigung von den Gewebeproteinen selbst un( 
durch deren Verainderung veranlaSt wird. So kommen wir also auch 
hier einen Schritt weiter in der Erkennung der Tatsache, dag 
zwischen Stoffwechselvorgingen, GewebeeiweiBstoffen und Plasma. 
proteinen enge Beziehungen bestehen. 


(1.2 
Zusammenfassung. 
In den Albuminen und Globulinen des Blutserums sind die 
einzelnen Aminosiuren nie in konstanter Menge vertreten; you 
Individuum zu Individuum, aber auch beim gleichen Organismus im - 


Laufe des Tages verindert sich der Bau der Serumproteine. 
Diese Schwankungen werden erkannt als Folgen der Stof- 
wechselumsetzungen im Gewebe; jedoch kommt es unter den Be. 
dingungen, die wir wihlten, um diese vergleichbar zu machen, & 
noch nicht zu einer konstanten Zusammensetzung. Albumin und & erh 
Globulin des Blutplasmas werden von den Organ- und Gewebe- — Sel 
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proteinen gebildet, geformt und in ihrer jeweiligen Zusammen- § unc 
setzung von diesen abgegeben. | der 
{ a Pe} 
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Uber die Adsorption von Pepsin an Eiwei8. 


: (1.Mitteilung tber die Adsorption von Enzymen an HiweiB.) 


Von 


H. Dyckerhoff und G. Tewes. 
Mit 7 Figuren im Text. 





(Aus dem Universitatsinstitut und der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie, 


Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Januar 1933.) 





J. H. Northrop’) gelang es, Pepsinkrystalle darzustellen, die 


' erheblich wirksamer sind als das verwendete Ausgangsmaterial. 
' Selbst bei mehrmaligem Umkrystallisieren bleibt ihre Aktivitat 
' und Bruttoformel konstant. Ihr Verhalten gleicht in vielen Punkten 
' dem einer chemisch einheitlichen Substanz. Die Frage, ob das 
Pepsin ein Protein ist oder ob das Protein der Northropschen 
' Krystalle als notwendiger und charakteristischer Trager des Enzyms 
_ anzusprechen ist, ist noch nicht entschieden.*) Dies veranlaBte uns 
zu untersuchen, ob Pepsin befahigt ist, sich an Kiwei8kérper zu 
' binden, die seiner Herkunft fremd sind. 


Wir konnten feststellen, daB alle untersuchten Proteine sich 


_ unter geeigneten Versuchsbedingungen mit Pepsin und Lab beladen 
_ lassen. Die krystallisierten Pflanzenglobuline Edestin, Excelsin und 
das Kiwei8 des Kirbis (Cucurbita maxima) adsorbieren Pepsin und 
' Lab unter Erhaltung ihrer Krystallstruktur. Auch Casein kann 
| als Trager des Enzyms dienen. 


Ks ist nicht méglich, absolute Werte fiir den Enzymgehalt 


| der Priparate anzugeben. Die Griinde hierfiir haben R. Will- 
| stitter und M. Rhodewald (a. a. O., S, 259) ausfiihrlich dar- 
| gelegt. Wir kénnen die Ausfihrungen der genannten Forscher 
- nur bestitigen. Unter der groBen Zahl der Pepsinbestimmungs- 


methoden erwies sich nach unseren Erfahrungen die Titration der 


. Aminogruppen nach K. Linderstrem-Lang’) als die genaueste. 


Koatrollbestimmungen mit der von J. H. Northrop‘) angewandten 





) J. gen. Physiol. 13, 739 (1930); 14, 713 (1931). 
*) Vgl. hierzu: R. Willstitter u. M. Rhodewald, Diese Z. 208, 


258 (1932), 


*) Diese Z, 172, 32. 4) J. gen. Physiol. 13, 767 (1930). 
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Formoltitration nach Serensen?) wurden in einigen Fallen durch. 
gefiihrt und ergaben iibereinstimmende Werte. 


Das p,-Optimum wurde bei der Caseinhydrolyse mit kleinen | 


Knzymmengen bei kurzer Versuchsdauer zwischen p, 2 und 35 
gefunden. LaBt man jedoch gréBere Enzymmengen lingere Zeit 
einwirken, so verschiebt sich das Spaltungsoptimum ins weniger 
saure Gebiet bis p,,4,0 und dariiber. Auch die Gelatinehydrolyse 
zeigt unter gleichen Versuchsbedingungen ein Optimum von p,, 4,0, 
wenn man bei diesem Substrat die bei p,, 2,0 stattfindende Selbst- 
verfliissigung in Betracht zieht. 

Diese Ergebnisse lassen es notwendig erscheinen, nur solche 
Spaltungszahlen in Beziehung zueinander zu bringen, die unter 
absolut gleichen Versuchsbedingungen gewonnen wurden. Wir 
bezeichnen alle mit unserem Ausgangsmaterial*) gewonnenen Titra- 
tionszahlen als 1, Findet man nun die Titrationszahl eines anderen 
Priparates, so laBt sich aus dieser die Beziehung der gesuchten 
Enzymmenge zu der des Ausgangsmaterials finden. Wir bezeich- 
nen mit Faktor C.2, C.4 und G.4 jeweils sinngeméB die Enzyn- 
werte, die sich aus der Caseinspaltung bei p, 2 und p,4 
bzw. aus der Gelatinespaltung bei p,,4 ergeben. Die starke Ver- 
schiedenheit der Faktoren ©.2 und C.4 bei den verschiedenen 
Praparaten macht es wahrscheinlich, daB die Caseinhydrolyse bei 
Py 2 einem anderen Enzym‘) zuzuschreiben ist als bei p, 4. Wir 
sind damit beschiftigt, die Trennung des Gemisches durchzu- 
fiihren. 

Die Zeit—Umsatzkurven der Caseinspaltung zeigen, daB sich 
bei p,,2,0 die Wirkungen beider Enzyme stiirker iiberlagern, als 
bei p,, 4,0. Der Reaktionsverlauf wird dem der monomolekularen 
Reaktion am ahnlichsten, wenn man die Hydrolyse bei p,, 4 lingere 
Zeit durchfiihrt. Wir halten daher die C.4-Faktoren fiir mab- 
geblicher als die auf Grund der Hydrolyse bei p,, 2 gewonnenen. 

In Tab. 1 geben wir die Enzymwerte der Priparate. Wie 
aus dem experimentellen Teil ersichtlich (Tab. 20), handelt es sich 
bei den Krystallen um Durchschnittswerte, die sich aus mehreret?, 
gleichartig dargestellten Adsorptionen ergeben. 

Begiinstigt wird die Fermentadsorption an Proteine durch 
hohe Enzymkonzentration. Zunichst versuchten wir, die Eiweil- 
kérper aus einer Pepsinlésung auskrystallisieren zu lassen. Setzt 





) Biochem. Z. 7, 45 (1908). *) Cudahy-Pepsin U.S.P. 1: 10000. 
*) R. Willstitter u. E. Bamann, Diese Z. 180, 127 (1929). 
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' man das in méglichst wenig Siiure geléste Globulin der Enzym- 
| lésung zu, so fallt das schwer lésliche Globulinpepsin spontan 
| amorph aus. Sein Enzymwert erreicht den der Northropschen 

S krystalle (Tab. 1, Gr. A). 


Tabelle 1. 


Faktoren der Enzympriiparate. 
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Gruppe: A aus Lésung amorph gefilltes, B aus Lésung krystallisiertes, 
C an festes EiweiB 1 mal adsorbiertes, D an festes Eiwei8 2 mal 

E umkrystallisiertes Pepsin, F Misch- 

priiparate von Krystallen und Kugeln, G kugeliges Pepsin. 


Setzt man die Pepsinkonzentration derart herab, daB dem 
Globulinpepsin die Méglichkeit gegeben ist, sich langsam zu bilden, 
so erhailt man beim Abkihlen Krystalle, die gleichfalls die Northrop- 
schen Werte erreichen (Tab. 1, Gr. B). Sie behalten beim Um- 
krystallisieren Krystallform und Aktivitit bei (Tab. 1, Gr. E). 

Zur weiteren Untersuchung sind gréBere Materialmengen not- 


adsorbiertes Pepsin; 


wendig, die wegen der geringen Ausbeuten dieses Verfahrens nur 
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schwer zu erhalten sind. Schiittelt man Pepsinlésung mit fester 
Protein durch, so gelingt es, die Krystalle mit Enzym zu beladen,}) 
Die Praparate unterscheiden sich in der Krystallform nicht yom 
verwendeten Protein, sind aber weit weniger wirksam als Northrops 
Krystalle (Tab. 1, Gr. C). Die Northropschen Werte sind jedoch 
zu erreichen sowohl durch nochmalige Adsorption als auch 
durch Umkrystallisieren (Tab. 1, Gr. D und E). 

Alle bisher beschriebenen Krystallisationen geschahen unter 
Bedingungen, die die Selbstverdauung tunlichst herabsetzen. Gibt 
man dem Enzym die Méglichkeit zur Selbsthydrolyse, so geht mit 
fortschreitendem Abbau das Krystallisationsvermigen der Globuline 
mehr und mehr verloren. Man erhalt Mischungen von Protein- 
krystallen und Abbauprodukten, deren Aktivitit héher liegt, als 
die der Krystalle (Tab. 1, Gr. F. 

Unter geeigneten Versuchsbedingungen fallt aus den der 
Selbstverdauung unterworfenen Globulinpepsinlésungen beim Er- 
kalten langsam eine pulverige Substanz aus, die sich gut absetzt 
und leicht filtrierbar ist. Der entstehende Niederschlag gleicht 
seiner einheitlich kugeligen Struktur nach den héheren von Emil 
Fischer?) synthetisierten Polypeptiden, von denen wir 1 Alanyl- 
glycyl-glycyl-alanyl-glycyl-glycin dank der Freundlichkeit des 
Herrn Dr. W. Grassmann zum Vergleich heranziehen konnten. 
Diese kugeligen Gebilde entstehen aus siimtlichen Pepsinpriiparaten, 
auch aus den Northropschen Krystallen. Sie sind sehr schwer 
in Wasser léslich, lassen sich jedoch unter vollkommener Er- 
haltung ihrer Aktivitét und Struktur beliebig oft umkrystallisieren 
(Tab. 1, Gr. G). Der Enzymgehalt der Kugeln iibersteigt in allen 
Fallen den der krystallisierten Priparate. Auch die aus Northrops 
Proteinkrystallen gewonnenen Kugeln waren weit wirksamer als 
die Pepsinkrystalle (Tab. 1, Gr. G).*) 

Wenn auch die angegebenen Faktoren nur als Niherungs- 
werte betrachtet werden diirfen, so halten wir trotzdem den 
Schlu8 fiir berechtigt, daB die von uns untersuchten Kiweibkérper 
sich jeweils mit der gleichen maximalen Enzymmenge beladen. 
Die Enzymwerte aller krystallisierten Priparate liegen, wenn 
Siattigung des Proteins erreicht ist, nahe an Northrops Werten. 





1) Wir sind damit beschiftigt, auch andere Enzyme auf diesem Wege 
zu adsorbieren. Trypsin und Lab verhilt sich z. B. in dieser Hinsicht 
iihnlich wie Pepsin. 

*) Untersuchungen iiber Aminosiiuren, Polypeptide und ProteineIT, S. 356. 

3) Vgl. auch C, A. Pekelharing, Diese Z. 22, 233 (1896/97). 
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Die Globulinfermente zeigen Konstanz von Aktivitét und Struktur 
durch alle Operationen, die ihre Genuitiit nicht gefihrden. Abbau 
der Proteine steigert die Aktivitit bis zu einem Grenzwert, der 
einer héchstwahrscheinlich einheitlichen Substanz zukommt (Kugeln). 
Diese Korper zeigen Konstanz ihres Enzymgehalts und ihrer Struktur 
beim Umfallen. 

Die Faktorenverschiebung zwischen C.2 und C.4, die bei den 
Adsorptionen auftritt, l4Bt es méglich erscheinen, mit Hilfe der 
selektiven Adsorption von Enzymen an krystallisiertes EKiweib 
Trennungen von Fermentgemischen durchzufihren. 

Die Méglichkeit der Steigerung der Enzymwerte durch Abbau 
macht es wahrscheinlich, da8 durch tiefergehende Hydrolyse noch 
wirksamere Priiparate gewonnen werden kénnen. Enzymadsorptions- 
versuche an Polypeptide und Aminosiiuren hatten allerdings bisher 
noch kein positives Ergebnis. 

Kine bestimmte Gruppierung !) scheint fiir die Enzymadsorption 
nitig zu sein. Diese Gruppe ist entsprechend dem verkleinerten 
Molekulargewicht des Abbauproduktes gegeniiber dem genuinen 
KiweiB in dem peptidihnlichen Kérper angereichert. EiweiBabbau- 
produkte werden so lange befihigt sein, als Enzymtriiger zu 
dienen, wie sie die adsorptiv wichtigen Gruppen noch enthalten. 
Es wird zu untersuchen sein, ob es gelingt, Enzyme an konsti- 
tutionell bekannte Abbauprodukte zu adsorbieren. Damit wire 
ein Weg gefunden, der es erméglicht, der Konstitutionserforschung 
der enzymatisch wirksamen Gruppierung im Molekiil ni&herzu- 
treten. 


Experimenteller Teil. 


Bestimmungsmethode. Der Bestimmungsmethode wurde die Ver- 
dauung von Casein und Gelatine durch Pepsin zugrunde gelegt. 100 ccm 
der Caseinlésung wurden jeweils durch Lésen von 6 g Casein nach Ham- 
marsten in 0,06 n-Ammoniak bei 38°, 100 ccm der Gelatinelésung durch 
Lisen von 10g Gelatine (Kahlbaumgolddruck) in m/10-sekundirem Natrium- 
citrat bei 38° hergestellt. Von den nicht mehr als 6 Stunden alten EiweiB- 
lésungen wurden Stammlésungen bereitet, von denen 8 ccm zum 10 cem- 
Versuchsansatz genommen wurden (Tab. 2). 

Das Enzym wurde etwa '/, Stunde vor der Bestimmung in Wasser 
gelist, bzw. suspendiert, um Léslichkeitseinfliisse auszugleichen. Die Enzym- 
lésung wurde soweit verdiinnt, daB in 2 cem die fiir den 10 cem-Versuchs- 
ansatz erforderliche Enzymmenge enthalten war. Das pq verschiebt sich 
wihrend der Hydrolyse je nach der Spaltung um 0,1—0,3 py-Einheiten. 
Die py-Verschiebung ist bei dem flachen Optimum (Tab. 5) nicht ausschlag- 
gebend. Die Bestimmung der Gelatinehydrolyse bei py 2 wurde spiiter 





) J. H. Northrop, a.a. 0. S. 764. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXY. 
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aufgegeben, da die Titrationsfehler zu hoch sind. AuBerdem wurde fest- 
gestellt, da8 die Gelatine bei p,;, 2 innerhalb der Versuchszeiten eine Selbst. 
verfliissigung erleidet. Die Erstarrung der Gelatineansitze wurde durch 
10 Minuten langes Stellen in Eiswasser gepriift. 

















Tabelle 2. 
Casein Pu 2 | Pu 4 | Gelatine Pu 4 
Zusammensetzung der Stammlésungen 
Caseinlésung . 50 ecem | 50 cem Gelatinelésung . 50 cem 
Wasser... . 26 | 76 Wasser... . 16 
m/10-CaCl, . . 4 | 4 m/10-CaCl,. . . 2 
n/5-HCl ... 80 | 380 n/1-HCl... . 12 
Zusammensetzung der Titrationsproben 
6 es 30 mg/ 30 mg] Gelatine... . 100 mg 
OO ae 1,61 ,, 1,61 ,, C,H,O,Na,. . . 47,2 ,, 
se 0,44 ,, 0,44 ,, a 0,44 ,, 
eer eg 4,15 ,,  . ee oS eS 8,76 ,, 


Au8er mit Casein und Gelatine wurden in einigen Fiillen noch Ver- 
dauungsversuche mit Albumin, Edestin und Trockenmagermilch als Substrat 
ausgefiihrt. Bei den Ergebnissen der Albuminhydrolyse ist zu beriicksich- 
tigen, daB die Versuche mit amorphem Albumin (ex ovo Kahlbaum) an- 
gestellt wurden. Das filtrierte klare Substrat triibt sich wihrend der 
Hydrolyse stark, wodurch die Titration sehr erschwert wird. Im Gegensatz 
hierzu ist die Bestimmung der Edestinverdauung sehr exakt, da keinerlei 
Viscositiitsinderungen das Abpipettieren der Titrationsprobe erschweren. 
Die Bestimmung der Trockenmagermilchhydrolyse ist genau. Der Anfangs- 
wert ist leicht zu bestimmen. Bei den angewandten Enzymmengen wird 
dann die nach wenigen Minuten geronnene Milch wieder diinnfliissig, so 
da8 sich die Spaltungszahlen sicher ermitteln lassen. Auch bei diesen Sub- 
straten war die Konzentration CaCl, m/500 im Versuchsansatz. 

Die Nullwerte simtlicher Leerversuche mit Ausnahme der Magermilch- 
ansiitze liegen innerhalb der Titrationsfehlergrenze. Bei der Bestimmung 
der Gelatinespaltung bei p;, 4 ist jedoch zu beachten, da8 zwar der Null- 
wert innerhab der Fehlergrenze liegt, daB jedoch bei Zusatz von inaktiven 
oder schwach aktiven Enzympriparaten trotz Erstarrens des Versuchsansatzes 
immer wieder ein Spaltungswert von etwa 0,08 cem n/20-Salzsiure zu er- 
mitteln ist. 

Die Titration erfolgte nach K. Linderstrem-Lang.') Es wurde die 
Hydrolyse in 2cem der EiweiBlésung mittels alkoholischer n/20-Kalilauge 
bzw. Salzsiure gemessen. Titriert wurden 2 cem-Proben in 40 cem Aceton 
auf einen in einer Vergleichslésung festgelegten Umschlagspunkt von Naphthy!- 
rot. Als der geeignetste und schiirfste Umschlag fiir die EiweiBtitration 
erwies sich gelblich-rot in braunrot. Bei der Caseinbestimmung wurde die 
2 cem-Probe sofort in 5 ccm Aceton pipettiert, um durch Hemmung der 
Hydrolyse den Anfangswert genau fassen zu kénnen. Die Titration von 





1) Diese Z. 173, 32 (1928). 
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Casein nach Linderstrem-Lang erfolgt bei Versuchsansatz py, 2 mit 
n/20-alkoholischer Kalilauge, bei Versuchsansatz py 4 mit n/20-alkoholischer 
Salzsiure. Bei der Gelatinebestimmung ist darauf zu achten, da8 nahezu 
die erforderliche Salzsiuremenge vor Zusatz des Acetons zugegeben wird, 
da andernfalls die Werte sehr ungenau werden. Die Fehlergrenzen sind 
bei einer Titrationsprobe von 2 cem bei der Bestimmung von: 


Casein py 2 Py 4 Gelatine py 4 Edestin py 2 Pu 4 
+ 0,03 + 0,02 + 0,03 + 0,03 + 0,02 cem 
n/20-Lauge, bzw. Siiure. 


In allen Tabellen sind die Spaltungswerte in '/,,, ccm 
n/20-Lauge bzw. -Siure angegeben. Alle Zahlenangaben 
beziehen sich auf 2ccm Titrationsprobe. C.4 = Casein- 
spaltung bei p, 4; C.2 = Caseinspaltung bei p, 2; G.4= 
Gelatinespaltung bei p, 4. Der Vergleich der Linderstrem- 
Langtitration mit der von Northrop angewandten Formoltitration 
nach Serensen?) ergab die Anwendbarkeit der Bestimmungs- 
methode nach Lin derstrom- Lang fiir die Kiweibhydrolyse (Tab. 3). 


Die Pepsinbestimmung nach Northrop”), bei deren Durchfiihrung wir 
groBen Schwierigkeiten begegneten, zogen wir nur gelegentlich zum Vergleich 
heran. Die Verdauungstemperatur war bei allen Versuchen 38° Von siimt- 
lichen Enzympriparaten wurden Labbestimmungen durchgefihrt. Es wurde 
die Gerinnungszeit von 5 ccm einer 10°/, igen Magermilchlésung (Trocken- 
magermilch, dargestellt nach dem Zerstiiubungsverfahren), der das Enzym 
in 2 cem n/100-Essigsiure, bzw. 2°/, iger Borsiure zugesetzt war, gemessen. 
Das Enzym muBte mit 2°/, iger Borsiure, besser jedoch mit n/100-Essigsiure 
verdiinnt werden, da die Globulinpepsine bei den erforderlichen Ver- 
diinnungen durch das py des Wassers beziiglich ihrer Labwirkung EinbuBe 
erlitten. Bei Enzymlésungen war innerhalb der Gerinnungszeit von 2 bis 
6 Minuten das Produkt aus Enzymmenge und Gerinnungszeit konstant. 
Die Werte lieBen sich jederzeit reproduzieren und vergleichen. Bei Enzym- 
suspensionen jedoch ist die Gerinnungszeit von der Darstellungsart und der 
TeilchengréBe des EiweiBes abhingig. Aus diesem Grunde wurden die 
Labwerte nur bei wenigen Versuchen angefiihrt. 


Um einen Uberblick iiber die Aktivitit der einzelnen Priparate 
zu bekommen, wurden zum Vergleich die Spaltungszahlen eines 
Standardpraparates, Cudahy U.S.P.1: 10000 herangezogen, welches 
wir immer als Ausgangsmaterial verwandt haben ('T'ab. 4). 

Die Werte in Tab. 4 sind Durchschnittszahlen aus einer 


groBen Reihe von Bestimmungen. Die extremsten Werte sind 
+ 0,03 cem n/20-KOH bzw. HCl voneinander entfernt. 





1) Biochem. Z. 7, 45 (1908); hierzu auch: H. Holter, Diese Z. 196, 
1 (1931). 
*) J. gen. Physiol. 13, 767 (19380). 
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p, “Optimum der Pepsinhydrolyse. ‘lab. 5 und Fig. 1, 2, 3 und 4 
zeigen den Kinflu8 der Wasserstoffionen-Konzentration auf die 
EiweiBhydrolyse. Den Fig. 1, 2, 3 und 4 liegen die Werte der 
Tab. 5 zugrunde. Eine Verschiebung des Optimums durch Gehalt 







































































Fig. 1 = py-Optimum der Caseinspaltung; Fig. 2 = py-Optimum der Gelatinespaltung; 
Fig. 3 u. 4 = py-Optimum der Edestinspaltung. 


= Cudahy-Pepsin -— — — = Northrop kuglig -—-—--— = Edestinpepsin kuglig. 





des Pepsins an Di- oder Polypeptidase liegt nicht vor, da Leucyl- 
glycin und Leucyl-glycyl-glycin von Cudahypepsin nicht gespalten 
wurden. 

Quotientenverschiebung zwischen dem optimal bei etwa p,, 2 und 
dem optimal bei etwa p,,4 Casein spaltenden Enzym. Dem Substrat 
wurden bei verschiedenem p,, steigende Enzymmengen zugesetzt 
(Tab. 4, Fig. 5 und 6). In Fig. 7 sind die Spaltungswerte direkt 
mit der Pepsinmenge in Verbindung gebracht. Der Fig. 7 liegen 
die Zahlen der Tab. 4 und der Tab. 19 zugrunde. 

Es wurde versucht den Einflu8 einer Enzymkomponente auf 
die KiweiBhydrolyse durch Zerstérung oder Hemmung auszuschalten. 


Vig. 1. Fig. 2. 
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Die Enzymzerstérung (Tab. 6) erfolgte in 5°/,iger Pepsinlésung. Das 
Enzym wurde eine bestimmte Minutenzahl (7) bei Zimmertemperatur auf 
dem py gehalten, bei dem die Zerstérung erfolgen sollte (Zp,). Die Lésung 
wurde dann auf etwa py 4,5—5 (A py) abgestumpft. In Tab. 6 sind unte; 
Nr. 1—4 Zerstérungsversuche im alkalischen, unter Nr. 5—7 im sauren Be- 
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Fig. 6. Caseinspaltung bei py, 4. 
Zu Fig. 5 u. 6. Zahlenangaben an den Kurven: = mg Cudahypepsin. 


reich angegeben. Die Faktoren wurden aus den Kontrollversuchen errechnet 
und auf die Standardwerte bezogen. 


Die Wirksamkeit der bei p,, 4 wirksamen Enzymkomponente 
wird durch Alkali weniger geschiidigt als die der bei p,,2 wirk- 
samen. Im sauren Gebiet geht die Zerstérung der beiden Kompo- 
nenten beinahe parallel (Tab. 7). 

Eine exakte Trennung der Enzyme durch Adsorption des 
Pepsins an krystallisiertes EiweiB gelang nicht. Es ergab sich, 
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daB aus der Aktivitiit der Restlésungen kein SchluB auf die ad- 
sorbierte Enzymmenge méglich ist. Die Enzymausbeuten lagen 
jeweils tiber 100°/, (Tab. 7). 


In der Pepsinstammlésung waren 25 g Cudahypepsin enthalten. Im 
Versuch B wurde mit 10 g krystallisiertem Edestin 10 Minuten, im Versuch A 
einmal mit 10 g krystallisiertem Edestin 10 Minuten, drei weitere Male mit 
je 5g krystallisiertem Edestin je 5 Minuten bei 0° adsorbiert. Das krystalli- 
sierte Eiwei8 wurde trocken zugegeben. Von der 2. Adsorption ab wurde 
das Protein sofort beim Hinzufiigen schmierig und setzte sich als brauner 
Sirup ab, der beim Verriihren mit Wasser wieder pulverig wurde und teil- 
weise in Lésung ging. Die so erhaltenen triiben Lésungen der 2., 3. und 
4, Adsorption konnten nach mehrtigigem Stehen bei 0° klar zentrifugiert 
werden. Das adsorbierte Edestin wurde mit Wasser gewaschen, mit Aceton 


ee a e 5 i aay = T C 


x 4 Pl 




















Vig. 7. Abhangigkeit des py-Optimums der Caseinspaltung von der Enzymmenge. 
——— py 4 Caseinspaltung; — — — — py 2 Caseinspaltung. 
I = Cudahypepsin; II = Northrop kuglig. 


getrocknet und bestimmt (Tab. 7). Die Ausbeutezahlen des Edestinpepsins 
sind in Gewichtsprozenten, bezogen auf das fiir die einzelne Adsorption 
angewandte Eiwei8B, angegeben. Die Restlisung zeigt mit Ausnahme der 
Labgerinnung keine wahrnehmbare Aktivititsabnahme oder Aktivitatsver- 
schiebung. Im Versuch A wurde nach der 4. Adsorption die Restlésung 
im Vakuum eingeengt und getrocknet. Das mit 88°/, Gewichtsausbeute 
erhaltene Produkt (Tab. 7, Nr. 4a) war nahezu ebenso aktiv wie das Aus- 
gangsmaterial. 


Sehr starke Quotientenverschiebungen sind aus den Versuchen 
der Tab. 8 ersichtlich. Es sind darin nur Priparate gegeniiber- 
gestellt, die aus einem Arbeitsgange stammen. 
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Tabelle 8. 
™ 
Sis Quotientenverschiebung von Globulinpepsinpriparaten. 
eg A = 1mal adsorbiertes krystallisiertes Edestin 6 mg 
<i B = Excelsinpepsin amorph 6 mg 
Mo C = 1mal adsorbiertes krystallisiertes KiirbiseiweiBpepsin 6 mg 
— D = Edestinpepsin 2 mg 
* Trocknung: Ac. = aus Aceton; Vak. = im Vakuum. 
7 Enzym: | A | B 
a5 Trocknen: Ac. _ Vak. Ac. | Vak. 
4a Priparat-Nr.: 7 9 6 | 215 | 214 
Spaltung C.2 | in 3% | 37 | | 89 | in 6 | 43 | 50 
- » 24" 62 | 59 | 62 » 60 | 64 
te Spaltung C. 4 io 36 | 381 | 384 ~~ 46 | 46 
“—e » 2 | 74 | 1 | 58 »» 24° 71 | 54 
re ; Spaltung G. 4 | ,, 24" | | 52 | 53 », 24° 59 =| «(58 
p> me Faktor C. 2 3 3  -— ; of 
2 9 = Faktor ©. 4 1,5 0,7 1,5 | 0,6 
| B Faktor G. 4 1,5 1,5 2 2 
ie: 
1} & os 
| 8 
: “4 Enzym: C D 
a = onsite 
af | 
3 4 Priparat-Nr.: 312 | 315 313 | 41 92 
iS | = i — = : - 
—— i Spaltung C. 2 in 3% | 85 in 6" | 36 37 
 - , 24% | 49 | 48 | 57 | 4, 24 | 47 | Be 
“B Spaltung C. 4 » 2 31 of} @ 35 
_fs » 24" | 65 43 49 » 24" | 5 51 
Spaltung G. 4 24" | 45 37 41 » 24% | 84 46 
é ae 
5 Faktor C. 2 1,2 12| 2 8 | 4,5 
HG Faktor C. 4 1 | 0,3; 0,5 4,5 | »D 
r Faktor G. 4 0,8 | 0,5] 0,7 15) 25 
o t- 
NO cae 
- Zu Tab. 8: Das adsorbierte gutgewaschene EKiweiB wurde 


‘ in einem Arbeitsgang z.T. aus Aceton (Nr. 7, 9 und 215), z. T. 
: | im Vakuum (Nr. 6 und 214) getrocknet. Priparat-Nr. 315 ist der 
4— Riickstand, der nach der Extraktion von einmal adsorbiertem 
<f krystallisiertem KiirbiseiweiB (Nr. 312) bei 38° mit n/5-Salzsiure 
'§  verblieb. Der Riickstand betrug 10°/,. Praparat-Nr. 313 wurde 
>— mit 3°/, Ausbeute durch Ausziehen von KiirbiseiweiBpepsin (Nr. 312) 
. mit gesittigter Kochsalzlésung und anschlieBender Dialyse des 
| Filtrates bei 0° erhalten. 


Zum Vergleich Cudahy | 
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Edestinpepsin (Nr. 41) wurde bei py 7 in Ammoniak gelést. Bei Zy. 







BORE I EL ROE OE ai TE ee 
i a 


gabe von Salzsiiure fiel mit 50°/, Gewichtsausbeute Priparat-Nr. 92. ke 
Abgesehen von den allgemeinen geringen Quotientenverschiebungey 7" 
2 

Ga? denen wir im Arbeitsgang dauernd begegnen, méchten wir noch auf k 
; Ty 
stirkere Verschiebungen in Tab. 13 zwischen Priparat-Nr. 9 und Nr. 10, si 
ferner auf Tab. 1 hinweisen. , 
— ; , ra 
Darstellung der krystallisierten Pepsine. Die Darstellung des an an 
: OrganeiweiB gebundenen krystallisierten Pepsins erfolgte nach der “al 


Vorschrift J. H. Northrops.') Die Krystalle wurden mit kaltem 
Wasser gewaschen, dann teils im Vakuun, teils mit 50°/,igem 
undanschlieBend 100°/,igem Aceton getrocknet. Sollteumkrystallisiert 
werden, so durfte eine Trocknung der Krystalle nicht erfolgen, 
sondern es muBte in einem Arbeitsgang vom amorphen Pepsin 
bis zu den mehrfach umkrystallisierten Priparaten gearbeitet I gn: 
werden. Die Krystalle denaturieren beim Trocknen sehr stark, — — 
sie sind dann bedeutend schwerer léslich und verlieren fast voll. & 
kommen ihre Krystallstruktur. 
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| Pep 
‘ Tabelle 9. 
Krystallisiertes Pepsin nach Northrop. 
Spaltung 
mg : Casein py 2 | Casein py 4 G. 4 
1 3 ee | aah | gt | 6 24h | aah 
- 5 Ra Bes ee a ie | 
6 45 | 69 | 49 | 95 0 
2 85 | 50 | 88 | 65 43 
0,6 7 1 we zz ao ae | 49 30 . oD 
0,2 6 | 2 wi Ll ea ltl 33 ! 
0,1 26: 2 | we i tm] 

In Tab. 9 sind die Durchschnittswerte verschiedener nach §—& 
Northrop krystallisierter und umkrystallisierter Priparate ent- JB spr 
halten. Pe 

4 Ip 

Durch einmalige Adsorption erhaltene amorphe Proteinpepsine. —& a 
Einer 25°/,igen klar filtrierten Cudahypepsinlésung wird eine konzentrierte — 
EiweiBlésung zugesetzt. Es fallt augenblicklich ein dichter, voluminéser 
Niederschlag. Als EiweiBlésung diente eine 10°/,ige Edestinlésung, dic & 
durch Lésen bei 38° von krystallisiertem Edestin in n/100-HCl erhalten § \Mj 
worden war. Casein wurde in verdiinntem Ammoniak, Excelsin in 6°/,igem J [, 
Ammonsulfat gelést. Die Behandlung der Proteinpepsine muB8 bei 0° er- dj 
folgen, da wegen des fein verteilten Zustandes Selbstverdauung eintritt. "? 

da 





1) J. gen. Physiol. 13, 739 (1930). 
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Werden die amorphen Pepsine durch griindliches Waschen von léslichem 
Enzym befreit, so sind sie auch in feuchtem Zustande ziemlich haltbar. 


Die Aktivitit der amorphen Pepsine reicht an die der um- 
krystallisierten kugeligen Proteinpepsinabbauprodukte heran. Ob 
jedoch das als Trigersubstanz dienende Kiweif in den amorphen 
Priparaten noch in der genuinen Form vorliegt, laBt sich nicht 
sagen, da chemisch die Unterschiede zwischen den einzelnen Ki- 
yeiBkérpern nicht bedeutend sind. 


Tabelle 10. 


Durch einmalige Adsorption erhaltene amorphe Pepsine. 


A°/, = Prozentausbeute. 
I = Edestinpepsin; Il = Caseinpepsin; IIJ = Excelsinpepsin. 


| Enzym: von Nr. I und II 2 mg, von Nr. III 6 mg in der Titrationsprobe. 












































Spaltung Gewaschen 
| ee mit Getrocknet 
| Pepsin} Nr. C. 2 C.4 |G. 4] 4%, ; 
| a mite 11.0 |20%oi8: in 
6 | 24") 6» | 24> | 24h *~ | Aceton 
— —————————— — . —_— —— — | — = — - = = 
I 44 | — | — | 86 | 64] — 1) 54 | 2X | OX Vakuum 
43 | — | — | 382 | 55 | — Jf° 2x | 2x Aceton 
41 | 85 | 47 | 46 | 74] 34 | 69] 2x | Ox 
42 34 | 51 | 41 | 69 | 50 50 | 2x 1 X 
uo i—|—| —| se] — ) ai sx | 2x . 
II 301 | 50 | 56 | 43 | 71 | 39 85 2x 0 xX Aceton 
802 | — | — | 40 66 | — 2x 0X (Restfillung) 
Il] | 214 | 50 64 | 46 | 54 | 58 0x | 0x Vakuum 
215 | 43 | 60 | 46 | 71 | 59 0 xX 0X Aceton 
216 | — | 59 | — | 64 | 45 2x ]0x Vakuum 





Zu Tab. 10. Die Ausbeutezahlen beziehen sich auf das in der ur- 


| spriinglichen EiweiBlésung enthaltene Protein. Durch Ausziehen amorpher 
_ Edestinpepsine mit verdiinntem Aceton geht die Ausbeute von 65—170°/, 
(Priparat-Nr. 41) auf 50 Gew.-°/, (Nr. 42, 43, 45, 46) zuriick. Der Grund ist 
_ in der Léslichkeit der Verdauungsprodnkte, die bei gleicher Arbeitsweise 
| in ungefihr derselben Menge entstehen, in verdiinntem Aceton zu suchen. 


Krystallisation von Edestinpepsin aus Eiweiflosung. Aus einer 


| Mischung von Globulin- und Handelspepsinlésung erhilt man durch 
' Temperaturerniedrigung Krystalle. Wird langsam gekiihlt, so sind 
, die Ausbeuten klein, wird schnell gekihlt, so besteht die Gefahr, 
da8 amorphes EiweiB mitgerissen wird (Tab. 11, Nr. 31 und 32). 
| In letzterem Falle sind die Ausbeuten griBer. 
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Darstellungsverfahren: Zu einer erwirmten Pepsinlésung wird 
die warme Cudahypepsinlésung gegeben. Ein schwacher Niederschlag, de; 
sich bildet, wird abfiltriert oder abzentrifugiert. 


Tabelle 11. 
Aus EiweiB8lésung krystallisierte Edestinpepsine. 
4°, = Ausbeute in Gewichtsprozent. 























Enzym Spaltung in 24 Stdn. Faktor 
Nr Ao | | -_ 

™m | C2 | C4 /G.4] C2] G4 | Ga 
— — | — 
30 40 6 $2 | 25 | 28 0,1 0,03 0,1 
3 20 6 52 - -- 1,6 — — 
40 10 6 6  — | — 8,5 — _ 
3 80 2 58 | 67 «| «(47 4,5 8,5 3,0 
82 2 51 71 52 4,5 4,0 4,0 

















Auf 100 Teile 1°/,ige Edestinlésung, die durch Lésen von krystalli- 
siertem Edestin in 3°/,iger Kochsalzlésung bereitet war, trafen bei der Dar- 
stellung von Priparat Nr. 30 5 Teile, von Nr. 39 10 Teile und von Nr. 40 
20 Teile 20°/,ige Cudahypepsinlésung. Die Lésungen wurden langsam ge- 
kiihlt, die Krystalle mit Wasser gewaschen und im Vakuum getrocknet. 
Priiparat Nr. 31 und 32 wurde durch schnelles Abkihlen einer vorher zentri- 
fugierten Mischung von einer 20°/,igen Pepsinlésung mit Edestin—Borsiiure- 
lésung, die 8°/, krystallisiertes Edestin enthielt, erhalten. Nr. 31 wurde im 
Vakuum, Nr. 32 aus Aceton getrocknet. 


Adsorption an ungeldstes Eiwei8. Als geeignetste Methode 
der Darstellung krystallisierter Globulinpepsine erwies sich die 
Adsorption an ungeléstes krystallisiertes EiweiB, da bei dieser 
Behandlung das Protein am besten in genuiner Form zuriick- 
erhalten werden kann. In verdiinntem Aceton lésen sich im Gegen- 
satz zu den amorphen Pepsinen nur wenige Prozent des adsor- 
bierten gewaschenen Globulins. In den Versuchen war das Ver- 
hiltnis von Cudahypepsin zu krystallisiertem EKdestin 5:2, zu 
Excelsin und KiirbiseiweiB 5:1. Wie die krystallisierten Globu- 
line verhilt sich auch amorphes Casein. 

Darstellungsverfahren. Die gut gekiihlte Pepsinlésung wird mit 
einer wiBrigen Aufschwemmung des Proteins versetzt, etwa 10—20 Minuten 
bei 0° stehen gelassen, abzentrifugiert, der Niederschlag einige Male mit 
der 10—20fachen Menge kalten Wassers gewaschen und am besten aus 
Aceton getrocknet. Die Krystallstruktur bleibt bei der Adsorption erhalten, 
nur an gréBeren Krystallen ist das Auftreten von Korrosion zu beobachten. 
Beim Trocknen werden die Krystalle ebenso wie die des gewéhnlichen 
Edestins deformiert, sie zeigen jedoch im Gegensatz zu den Northropschen 


Priiparaten noch Krystallstruktur. In 87°/,igem Glycerin und in Glycerin, 
das 5°/, Borsiure enthilt, ist krystallisiertes Edestin- sowie Excelsinpepsid 

















wird 
’ der 





Tabelle 12. 


Einmalige Adsorption an ungeldéstes Kiweib. 


Uber die Adsorption von Pepsin an EiweiB. 
























































Erklirungen: Ia= krystallisiertes Edestinpepsin, 6 mg Enzym 
Ib = ” ” 2 mg ” 
II = o Excelsinpepsin, 6 mg _see, 
il = . Kiirbispepsin, 6 mg _,, 
IV = Caseinpepsin, 2 mg Enzym in der Titrationsprobe 
A °/, =,Gewichtsausbeute in Prozent 
Ac. = Aceton 
Tabelle 12a. 
Spaltung Gewaschen 
' a " mit . 
Sub- | Nr, oo G.4] 4°, Ge- 
strat ——— |—— - , H.O 50°/,ig. trocknet 
3 ! a4" | 3h | 24h | 24h 2\" | Aceton 
In| 1 | 25 | 42 | 18 | 35 | 81 | 100 |] ox | ox | Vakuum 
2 46 | 36 | 92 | Ox | Ox a 
3 38 | 38 | 23 89 | 0x 
4 37 | 34 78 | 0x me 
5 39 | 38 15 | Ox 2 
6 | 39 | 62 | 34 | 58 | 53 ng | 2X | OX ‘ 
7 | 87 | 62 | 36 | 74 | 61 “| 2+] 0x | Aceton 
8 55 | | 67 | 51 73 | 2x | 1x , 
9 59 | 31 | 71 | 52] 78 | 2x | Ox i. 
11 | 69 81 | 3x | 0x 
1 | 201 45 | | 51 | 90 |} 1x | Ox | Vakuum 
204 | 34 | 48 | 27 | 48 | 37 2x | 0x 3 
205 | 36 | 50 | 24 | 49 | 35 2x | 1x Aceton 
207 54 | | 43 66 2x | 2x ” 
208 52 | | 43 30 99 2x | 0x Vakuum 
209 43} | 47 | 82 “| 2x | 1x | Aceton 
Wt | 312 | 35 | 49, 31 | 65 | 45 | 40 | 2x] 0x | Vakuum 
Tabelle 12b. 
Spaltung C. 4 Ge- 
Substrat mm * A°/, | waschen | Getrocknet 
15 | . mit H,O 
Ib 81 23 | 49 62 2x Aceton 
78 19 48 2x a 
82 238 52 2x 99 
79 21 | 48 58 2x ” 
IV 304 19 | 48 58 3 x ‘ 
305 a oe 16 3 x i 
306 . 7; 88 3 x ‘ 
307 18 | 48 82 3 x fe 
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erst bei tagelangem Stehen und dann nur teilweise léslich, wihrend ge. 
wohnliches inaktives krystallisiertes Edestin und Excelsin in kurzer Zcit 
ohne Riickstand in Lésung gehen. Das Eigen-pg der Globuline geht nach 
der Adsorption von pq 6,0 bzw. 6,8 auf etwa py 5,0 zuriick. Ferner ver- 
lieren die krystallisierten Globulinpepsine die Léslichkeit in gesiittigten 
Salzlésungen, die erst durch Selbstverdauung in lingeren Zeitriiumen 
zuriickkehrt. 


Zu Tab. 12. Die Ausbeutezahlen beziehen sich auf die Menge des zur 
Adsorption verwandten Proteins. Nicht Auswaschen mit Wasser bedingt 
AktivititseinbuBe (Priiparat Nr. 1 und 2), Waschen mit 3°/,iger Kochsalz- 
lésung geniigt nicht, da Globulinpepsin in gesiittigteren Salzlésungen etwas 
léslich ist (Nr. 3,4 und 5). Lingeres Stehen des EiweiBes in der Pepsinlésung 
steigert nicht die Aktivitat, beeintriichtigt vielmehr wegen der eintretenden 
Selbsthydrolyse die Ausbeute. (Priiparat Nr. 207 war 3 Tage bei 0° in der 
Pepsinmutterlauge.) 


Doppelte Adsorption an krystallisiertes Edestin. Die Aktivitiit 
des einmal adsorbierten Edestinpepsins ]a8t sich durch Wieder- 
holung der Absorption aus frischer Pepsinlésung steigern (Tab. 13). 

Tabelle 13. 


Zweimalige Adsorption an ungeldstes krystallisiertes Edestin, 6 mg Enzym. 


























| Spaltung 
Adsorbiert |. Nr. C. 2 as C. 4 he 
gh | ooh | gh | oth] gs 
as 9 eo. ee me oe 
2x 10 34 62 38 83 63 








Umkrystallisieren von Globulinpepsinen. In Alkali lésen sich 
die Globulinpepsine schon bei p,, 6,5 leicht. Beim Umkrystalli- 
sieren aus sauren Lésungen steigt die Aktivitit auf einen Héchst- 
wert. Da in saurem Medium gleichzeitig die optimalen Be- 
dingungen fiir die Hydrolyse gegeben sind, findet eine teilweise 
Selbstverdauung des krystallisierten Niederschlages statt. Dem 
Endpraparat sind in vereinzelten Fallen héher aktive Abbau- 
produkte beigemischt (Tab. 16). 


Darstellungsverfahren: Die Globulinpepsinkrystalle werden bei 
erhéhter Temperatur in verdiinnter Salzsiiure gelést. Beim Erkalten fiilt 
ein fein krystalliner Niederschlag, der mit Wasser gewaschen und aus 
Aceton getrocknet wird (Tab. 14). Durch Dialyse der salzsauren Lésung 
bei 0° lassen sich die Globulinpepsine ebenfalls umkrystallisieren (Tab. 14, 
Nr. 19, 213, 226). Das Umkrystallisieren aus Salzsiiure 1iBt sich wiederholen 


(Nr. 36). 



































Tabe 
i. ~ 





 ¢ i=, ae 





7 Hd ouyvpexs ‘10}478,7 
¢ Hd uteseg ‘107487 
z Hd ureseg ‘103487 





qho Ul Sunjzedg-F “4H 
y¥G 
y9 Ul Sunjzedg-F ‘Og 
u¥G 
49 Ul Sunjzedg-zZ °O 


























"IN -yeredgig 





qonsi9 A 














wAzuy Sul 9 




















"ST ST19OSL 


‘uaSoz0q ulsdodutajo1g ajJo}IaqIvVIVA sep Juv uazeredyIg UdzIOISITV}sAIZUIN 10q pUIS UdNeqsny sI1qZ 


F | | | ah ©. | £°0 | to | &% | te ag | ~- | ajnoqsnes}yoIMery °/, 
"i 99 | ¢9 | 88 & 
1 | s¢ | 6F | 8F | ge | — | og |] £9 | 9 | | 9 


[2z|oz|es| st | cot | — ff ste | ore | ate | tz | ove | ete | ot | an-ywredpig 





uFZ ul Sunyedg-F °O 
ubS ul Sungpedg-z “OD 


98 | ze | te | 22 | 92 | 














s 
fod) 
BS 

is 
| 
Ss 

a! 
Mm 
j~*) 
® 

a, 
a 
°o 
> 
| 
°o 

%, 
Saw 
=) 
m 

be = 

< 
= 
oS 
i 
o 

mm | 

=) 





x 1 utsdsdaysopy | s X [ Ulspooxn 


ny AotsI][VysS ATUL) 











wAzuy Sut Z wAzury Sur 9 

















‘atreysArydoryqyioN = 
‘uisdedgraMtosiqiny = ‘ny ‘-uIspoxq = ‘oxq ‘-uysopa 
‘ouisdodurnqgoyy) ojrorstpeysAryquryy 


mi oC LAS 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXV. 





































re Tce 
oS ODO 





ae _ ere “ PO cca pete ae _ we oe ope wig 
be eae, oie ok bs li 2s ake Se to anatase sete 2s Ais saa its ee rags. ok 


ete fag” * 


114 H. Dyckerhoff und G. Tewes, 


Aus n-HCl wurde ein krystallisiertes Praparat (Tab. 15, Nr. 24, 
Versuch C) mit 47°/, Ausbeute erhalten, die Aktivitit war jedoch 
nicht héher als die des als Ausgangsmaterial dienenden einmal| 
adsorbierten Edestinpepsins (T'ab. 15, Nr. 23). Aus den salzsauren 
Krystallisationsmutterlaugen fiallt mit verdiinntem Ammoniak weite- 
res aus Salzsiiure krystallisierbares Pepsin aus (Tab. 15). 


Zu Tab. 15. Versuch A. Adsorbiertes, mit Wasser gewaschenes, 
im Vakuum getrocknetes, krystallisiertes Edestinpepsin (Nr. 6) wurde bei 
45° in n/5-Salzsiure gelést und von einem geringen in Salzsiure schwer 
léslichen, nur schwach aktiven Riickstand abfiltriert. Es krystallisiert ein 
Niederschlag (Nr. 20), der viermal mit Wasser gewaschen und im Vakuum 
getrocknet wurde. Die Mutterlauge von Nr. 20 wurde mit Ammoniak ge- 
fillt und der amorphe Niederschlag aus n/5-Salzsiure bei 30° krystallisiert 
(Nr. 35). Versuch B. Ein schon vyorher mit verdiinntem Aceton aus- 
gezogenes, krystallisiertes Edestinpepsin (Nr. 8) wurde aus n/5-Salzsiiure 
umkrystallisiert, mit verdiinntem Aceton ausgezogen und aus Aceton ge- 
trocknet (Nr. 23). Der wiBrige Acetonauszug gibt mit Aceton einen amorphen 
Niederschlag (Nr. 50). Die salzsaure Mutterlauge wurde mit Ammoniak ge- 
fillt. Der amorphe Niederschlag bei 50° aus n/5-Salzsiure krystallisiert 
(Nr. 36). Versuch D. Ein mit verdiinntem Aceton vorbehandeltes amorphes 
Edestinpepsin (Nr. 43) wurde bei 38° in Salzsiure gelést. Beim Erkalten 
schied sich mit 30°/, Gewichtsausbeute Nr. 28 ab, das zweimal mit Wasser 
gewaschen und aus Aceton getrocknet wurde. Ein Teil des Niederschlages 
Nr. 28 wurde noch vor dem Trocknen mit Aceton aus n/5-Salzsiure bei 
38° umkrystallisiert, 3 mal mit Wasser gewaschen und aus Aceton getrocknet 
(Nr. 37, Ausbeute 11°/,, bezogen auf das verarbeitete amorphe Edestin- 
pepsin.) 

Mischungen von krystallisiertem und kugeligem Edestinpepsin. 
In verschiedenen Fiillen wurden hauptsichlich bei Verwendung 


Tabelle 16. 
Mischkrystalle von krystallisiertem und kugeligem Edestinpepsin. 


UK. = amorph umgefilltes und dann krystallisiertes Priiparat. 
No. = Northropkrystalle. 





















































6mg Enzym 2mg Enzym 
Umkrystallisiert 1x UK. | 0x|0x|1x amorph 

Priiparat-Nr. |No.| 20/ 35 No. 32/28 /37/90| 91 | 92/47 

C. 2-Spaltung in 3" | 45/ 43| 42] in 6" | 35 |39|—|—/ 389/40 | 36/38 
24" | 69| 72| 73} 24" | 50 |51|—|—1]55| 54 | 52] 49 

C. 4-Spaltung in 3" | 49| 53| 54] in 6" | 38 | 46/44| 42) 46/39 | —/ 41 
24" | 95/105 101] 24" | 65 |71| 72/73/73} 70 | — | 67 

G. 4-Spaltung in 24" | 76| 76| 76] in 24" | 43 |52/50|—|49|— | 46| 48 














°/, Gewichtsausbeute 





s | [80/30/11] 4] 0,4) 50 25 
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amorpher Edestinpepsine beim Krystallisieren und Umkrystalli- 
sieren Praparate erhalten, deren Aktivitit héher war als die der 
reinen Edestinpepsinkrystalle (Tab. 16). 


Zu Tab. 16. Priparat Nr. 28, 32 und 87 wurde aus amorphem Edestin- 
pepsin krystallisiert. Nr. 47: 1mal adsorbiertes, gefiilltes Edestinpepsin 
wurde mit 50°/,igem Aceton extrahiert und der Acetonauszug mit Aceton 


ef allt. 
: Nr. 90 und 91 wurden durch Fallen von salzsauren Krystallisations- 
mutterlaugen mit Ammoniak erhalten. Die Niederschlige wurden 2 mal mit 
Wasser gewaschen und aus Aceton getrocknet. 

Nr. 92 fiel durch Fillen mit Salzsiiure aus einer ammoniakalischen 
Edestinpepsinlésung von py, 7. Die Fallung ist 2 mal mit Wasser gewaschen 
und aus Aceton getrocknet. Gewichtsausbeute 50°/,. 


Kugelige Proteinpepsine. — Darstellung kugeligen Pepsins 
aus Northropschen Pepsinkrystallen. Die noch feuchten 
2mal umkrystallisierten Northropschen Pepsinkrystalle wurden 
bei 45° in einer gréBeren Menge Wasser unter Zugabe von nur 
sehr wenig n/2-Natronlauge gelést. Beim Erkalten fallt ein voll- 
kommen amorpher Niederschlag, der sich bei 45° wieder lést. 
Die Pepsinlésung wurde dann bei 45° mit n/1-Schwefelsiure bis 
etwa p,, 3,4 angesiuert und von einem schwachen Niederschlage, 
der sich gebildet hatte, abfiltriert. Beim langsamen Erkalten kam 
schon bei Zimmertemperatur ein reichlicher, gut filtrierbarer Nieder- 
schlag von kugeligen Gebilden, die schwerer in kaltem Wasser 
lislich waren als die Northropschen Krystalle. Diese kugel- 
firmigen Kérper sind groB und regelmaBig und liegen fast in der 
GréBenordnung des synthetischen |-Alanyl-Glycyl-Glycyl-l-Alanyl- 
Glycyl-Glycins und haben ein déhnliches Aussehen. Amorphe Sub- 
stanz fiel nicht mit, es waren jedoch noch Kérper mit Krystall- 
{lichen von dem Aussehen krystallisierten Kieralbumins darin zu 
finden. Die kugeligen Praiparate wurden mit Wasser gewaschen 
und aus Aceton getrocknet. Beim Trocknen ging im Gegensatz 
zu den kugeligen Globulinpepsinen die Kugelstruktur vollkommen 
verloren, Auch gelang es nicht, die aus Northropschen Krystallen 
erhaltenen Kugeln aus verdiinntem Aceton umzukrystallisieren. 

Darstellung der kugeligen Globulinpepsine und des 
kugeligen Caseinpepsins. Amorphes oder krystallisiertes Edestin 
und Excelsin, sowie Caseinpepsin lésten sich bei 38° in n/10-Salz- 
siiure, die 10°/, Aceton enthilt, fast ohne Riickstand. Beim Er- 
kalten fallt ein dichter Niederschlag von kugeligen Kérpern, die 
sich leicht und beliebig oft aus verdiinntem Aceton mit guten 
Ausbeuten umfillen lassen. Die Priparate fallen als einheitliches, 
8* 
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leicht filtrierbares, rein weiBes, in der Sonne glitzerndes Pulver 
und behalten mit Ausnahme des Caseinpepsins beim Trocknen 
mit Aceton ihre Kugelform fast unveriindert bei. Die umgefiillten 
Priiparate sind vollkommen aschefrei und weisen nur mehr einen 
geringen Chlor-, jedoch noch verhiltnismiSig hohen Phosphor- 
gehalt auf. Das Krystallisieren aus Salzsiure-Aceton ist nicht 
notwendig. Man erhilt auch aus frisch dargestelltem Globulin- 
pepsin durch Extrahieren mit verdiinntem Aceton bei 38° und 
anschlieBendem Krystallisieren aus der Acetonlésung sehr schéne 
Priiparate, die dieselben Kigenschaften und dieselbe Aktivitiit wie 
die aus Salzsiure—Aceton dargestellten Produkte besitzen, nur 
sind hier die Ausbeuten geringer, da das meiste Proteinpepsin 
ungelést zuriickbleibt. Die Temperatur und die Salzsiiurekonzen- 
tration im Arbeitsgang weisen auf einen Abbau hin. Die Gegen- 
wart des Acetons diirfte nur dazu dienen, die Selbstverdauung 
yu verlangsamen oder in eine bestimmte Richtung zu lenken. 
Ein kugeliges, natiirlich inaktives Priiparat wurde durch gelinde 
Behandlung mit konzentriertem Alkali und Dialyse aus krystalli- 
siertem Edestin erhalten. In Tab. 17 ist eine Reihe kugeliger 
Enzympriaparate verschiedenster Herstellung angefiihrt. Die 
Spaltungszahlen wurden jeweils mit der gleichen Enzymmenge 
erhalten. 

In Tab. 18 ist die Darstellung von kugeligem Caseinpepsin 
angegeben. Eine 15°/,ige Pepsinlésung (50 g Cudahy) wurde bei 
0° einmal mit 10 g, dreimal mit je 5 g Casein (Hammarsten) je 
10 Minuten ausgeschiittelt. Das Rohcaseinpepsin wurde dreimal 
mit Wasser gewaschen und ein Viertel jeder Fallung mit Aceton 
getrocknet (Nr. 304, 305, 306, 307). Der restliche Niederschlag 
wurde noch feucht mit n/10-Salzsiiure, die 10°/, Aceton enthielt, 
bei 38° extrahiert. Der mit Aceton getrocknete Riickstand der 
Extraktion von Nr. 304 und 305 war 308, von Nr. 306 und 307 
war 309. Aus der salzsauren Acetonlésung krystallisierte beim 
Erkalten Nr. 310 in Kugelform aus, das mit Aceton getrocknet 
wurde, Samtliche Ausbeutezahlen sind auf das verarbeitete Casein 
bezogen. Bei der Verarbeitung von amorphem, aus Caseinliésung 
gefalltem Proteinpepsin sind die Ausbeuten bedeutend gréBer 
(Tab. 17, Nr. 308). 

In Tabelle 19 sind Durchschnittswerte verzeichnet, die mit 
verschiedenen Mengen kugeligen Enzyms bei der Casein- und 
Gelatinehydrolyse erhalten wurden. 











H. Dyckerhoff und G. Tewes, 






Tabelle 18. 
Caseinpepsin. 
2 mg Enzym. A°/, = Ausbeute in Gewichtsprozent. Ads. = Adsorption, 
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Rohcaseinpepsin Unlésl. Riickstand und Krystalle 
Spaltung C.4 | Spaltung C. 4 | 
Ads.| Nr. | | A% | Nr. A), 
2 | 305 | 18 | 29 | 46 | 76 co nt ee 
en 
gos | 21 | a4 | St | 88 Nagy | ag | 
i 18 30 | 48 | 82 | 
| 








ae ee ae 310 


Tabelle 19 
Kugelige Proteinpepsine. 
No. = Northrop. Ed. = Edestin-, Exc. = Excelsin-, Ca. = Caseinpepsin. 
















































e 2mgEnzym | img Enzym_ [0,66mg Enzym]| 0,2 mg Ex 
nzym a ey 
-" No. | Ed. |Exe,| Ca. | No. | Ed. |Exe, Ca. | No. | Ed. | Exe. No. | Ed. 
—————— —. --- a - —_— SF —— 

C. 2-Spaltung in 1" | 26 | 29 | 22 | 26 | 25 | 27 | 16 | 23 | 22 | 22 | 15 | 16 | 19 
3" | 40 | 41 | 29 | 41 | 37 | 36 | 22 35 | 33 | 24 | 24 | 26 
2451 58 | 59 | 52 | 58 | 54 | 50 | 42 | 53 | 49 | 44 | 40 | 34 38 4 












C. 4-Spaltung in 1" | 26 | 32 | 29 | 30] 22 | 25 | 24 | 26 | 21 | 24 | a4] 14 rt 
3" | 44 | 50 | 46 | 44] 36 | 40 | 37 33 | 41 | 33 | 26 | 31: 
24" 1 71 | 76 | 75 | 73 | 56 | 62 | | 
G.4-Spaltungin 24" | 44 | 51 | 55 | 49 | 38 | 43 | 40 | 34] 30 | 36 | 38] 18 19 ee 





58 | 56] 49 | 54 | 54] 38 39 


















































Ausbeuten bei der Darstellung und beim Umkrystallisieren 
kugeliger Pepsine. Extrahiert man bei 38° gefilltes, gut gewaschenes 
Rohedestinpepsin mit verdtinntem Aceton, so geht etwa '/, des Nieder- 
schlages in Lésung. Aus der verdiinnten gesittigten Acetonlésung wurden 
beim Abkiihlen bis zu 8°/,, bezogen auf das extrahierte Rohedestinpepsin, 
also bis zu 40°/,, bezogen auf das in Lisung gegangene Edestinpepsin in 
Kugelform mit Héchstaktivitét erhalten. Die Enzymausbeute liegt dem- 
entsprechend noch héher (Tab. 17, Gr. A). 


Aus 380 g Rohedestinpepsin wurden z. B durch Extraktion mit ver- 
diinntem Aceton erhalten: 


0,6 g kugeliges Edestinpepsin . . . . (Tab. 17, Nr. 75) 
0,75 g 1x umkryst. oe RN igs ie oa Se 
23,5 g Riickstand .. . : baie Se ae 


Bei der Darstellung der Salzsiiureacetonlésung tritt der Hauptverlust 
durch tiefergehende Selbsthydrolyse ein. Bei Priparat Nr. 52 und 74 (Tab. 18) 
war die Ausbeute niedrig, da die Salzsiureacetonlésung nicht mit Globulin- 
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pepsin gesittigt war. Im allgemeinen liegen die reguliiren Ausbeutey 
hoher, wie folgende Versuche zeigen: 

Das Rohproteinpepsin wurde mit Salzsiiureaceton behandelt und ein 
Teil des Niederschlages umkrystallisiert. Die Ausbeuten sind bei Excelsin 
und Casein niedriger, das Rohproteinpepsin lést sich zwar ohne Riickstand 
in der Salzsiureacetonlésung, krystallisiert jedoch nur in geringerer Menge 
aus. Verarbeitet wurden z. B. 


Tab. 17 
30 g Edestinpepsin, erhalten wurden 2,0 g 2 x umkryst. (Nr. 72) kugelig. Pepsin 
2,1g 3x ” (,, 68) ” " 


meee 5 is Wb 
20 g Edestinpepsin, erhalten wurden 0,6 g 0 x me i» Mea 
2,3 g 2 x ” ( ? 64, 66) 9 
a a eo a 
30g Excelsinpepsin,erhalten wurden 1,0g2x _,, ( ,, 217,218) ,, 
ofeix , tae.» 
0,3g 4x ” ( ,, 219) ” 


Die Ausbeute von Caseinpepsin war nur 5°/, bei Verwendung von / 


Roheaseinpepsin, das durch Adsorption an ungeléstes EiweiB erhalten war 
(Tab. 18). Bei Verarbeitung aus Lésung gefillten Caseinpepsins betrug die 
Ausbeute 15°/, zweimal umkrystallisiertes, kugeliges Caseinpepsin (Tab. 17, 
Nr. 303). 
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Uber die Konfigurations-Spezifitat der Leberesterase 
(des Menschen) 
gem4§ kinetischer Behandlung der Einzelvorginge. 


(VII) Mitteilung: ,Uber asymmetrische Esterhydrolyse 
durch Enzyme“ in der von R. Willstitter, R. Kuhn und 
E. Bamann begonnenen Untersuchungsreihe.) 


Von 
Georg-Maria Schwab, Eugen Bamann und Paul Laeverenz. 


- Mit 6 Figuren im Text. 





(Aus dem Chem. Labor. d. Bayer. Akad. d. Wissensch. Miinchen und der Pharmazeut. Abt. 
des Labor. f. organ. und pharmaz. Chemie d. Techn. Hochschule Stuttgart.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. November 1932.) 


Einleitung. 


Vor etwa 5 Jahren haben wir zum erstenmal versucht, die 
,optische Spezifitat“ der esterspaltenden Enzyme vom Standpunkt 
einer rationellen Reaktionsdynamik zu betrachten. Nach den auf 
L. Michaelis und M. L. Menten?) fuBenden allgemeinen Betrach- 
tungen R. Kuhns’®) iiber die Spezifitit von Enzymen konnte das 
Verhiltnis der Geschwindigkeiten, mit denen die Antipoden im 
Estergemisch (Racemat) gespalten werden, bedingt sein: erstens 
durch das Verhiltnis der Affinitiiten, welche die Esterase gegen- 
iiber (+)- und (—)-Ester betitigt, und zweitens durch das Ver- 
hiltnis der Geschwindigkeiten, mit denen die Esterase-(-+)-Ester- 
und die Esterase-(—)-Esterverbindung hydrolytisch zerfillt. Am 
Beispiel der Leberesterase des Schweins lieB sich auch in der 
Tat der Vorgang der Racemathydrolyse mit Hilfe derjenigen Kon- 
stanten beschreiben, die sich in Hydrolyseversuchen, bei denen 


1) Fortsetzung der II. und VI. Mitt.: E. Bamann, Ber. Chem. Ges. 62, 
1538 (1929); E. Bamann u. P. Laeverenz, Ber. chem Ges. 64, 897 (1931) 

2) Biochem. Z. 49, 333 (1913). 

*) Diese Z. 125, 1 u. 28 (1922/28): Naturw. 11, 732 (1923); C. Oppen- 
heimer u. R. Kuhn, Die Fermente, 5. Aufl. I. 1925, S. 193ff.; vgl. auch 
K. Fajans, Dissertat., Heidelberg 1910; Z. physik. Chem. 75, 282 (1910). 
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die optisch aktiven Ester einzeln als Substrate angewendet wurden, 
ergaben. ) 

In einer anschlieBenden Untersuchung?) entdeckten wir bei 
der Leberesterase des Menschen und derjenigen des Kanin- 
chens die Abhiangigkeit des stereochemischen Auswahlens 
von der Konzentration des racemischen Substrates. Die 
Substratkonzentrationsabhingigkeit und die Umkehr des optischen 
Auswihlens lieBen sich mit dem Abfallen der Aktivitiits-pg-Kurve 
eines der Antipoden bei hohen Konzentrationen begriinden, das 
ein Uberschneiden der beiden Kurven zur Folge hat. Dieses Uber- 
schneiden ist aber, wie neuere Messungen zeigen, vorgetiuscht; 
es kommt nur dann zustande, wenn bei den Messungen Brom- 
thymolblau als Indicator Anwendung findet. Nach Ausschaltung 
des Kinflusses dieses Farbstoffes auf den Reaktionsmechanismus 
verlaufen die Aktivitits-ps-Kurven der unyermischten optisch aktiven 
Ester nebeneinander, ohne sich — auch bei den héchsten Konzen- 
trationen — betrichtlich zu nihern oder sich gar-zu iiberschneiden. 

Dieser Befund zeigt, da8 die Vorginge bei der asym- 
metrischen Esterhydrolyse verwickeltere sein kénnen, als 
es nach den Ergebnissen bei dem aus Schweineleber ge- 
wonnenen Enzym den Anschein hatte. So ist es bei Ester- 
asen anderer Herkunft, z. B. aus der Leber des Menschen, nicht 
mehr méglich, aus der Reaktionskinetik bei der Spaltung der un- 
vermischten Antipoden auf die Vorgiinge bei der Hydrolyse des 
Racemates oder nach anderen Verhiltnissen zusammengesetzter 
Antipodenmischungen Schliisse zu ziehen. 

Wohl aber gelingt es, die Vorgiinge bei der Spaltung von 
Substratgemischen zu analysieren, wenn man, wie wir nachfolgend 
auseinandersetzen, die gegenseitige Beeinflussung der Substrate 
beriicksichtigt und den Einflu8 der Spaltprodukte mit in Rech- 
nung zieht. Durch eine solche kinetische Behandlung der Einzel- 
vorginge kann die Konfigurationsspezifitit dargestellt und im Zu- 
sammenhang damit stehende Erscheinungen befriedigend erklirt 
werden, 


Spezieller Teil. 
I. Enzymmaterial, Substrate und Versuchsmethodik. Die zur 


Durchfiihrung unserer Untersuchungen angewandten En zy mlésungen wurden 
nach den Angaben der II. Abhandlung dieser Reihe gewonnen. Wir extra- 


1) R. Willstitter, R. Kuhn u. E. Bamann, Ber. chem. Ges. 61, 
886 (1928). 
*) E. Bamann, Ber. chem. Ges. 62, 1538 (1929). 
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n, 4 hierten 60 g Trockenpriparat [Menschenleber 10 (22. 1. 1932)] mit 1000 cem 
| »/40-Ammoniak und erhielten so eine stark wirksame Lésung, die nach der 
iiblichen Reinigung mittels Essigsiurefillung und Dialyse eine Einheit') in 


‘l_ — 1,76 cem enthielt. Diese Liésung, die zur miéglichsten Hintanhaltung von 
\- — Veriinderungen wihrend der Dauer der Untersuchung (5 Wochen) bei + 8° 
is : aufbewahrt wurde, reichte fiir die meisten Messungen aus. Ein Teil der 


Versuche (die Versuche der Tab. II und Versuche 13—18 in Tab. IV) ist 


: dagegen mit einer nachtriglich aus demselben Trockenpriparat dargestellten 
_ Lésung ausgefiihrt worden. 

eg Als Substrate dienten racemischer Mandelsiiure-iithylester, (—)- und 

1S (+)-Mandelsiiure-iithylester, dargestellt bzw. gereinigt nach den Angaben 

‘. der I. Mitteilung. Fiir die optische Analyse der gebildeten Mandelsiure 

Fs _ wurde als Lichtart das gelbe Licht einer Quecksilberdampflampe (4 = 578,1 my) 


beniitzt. Einen Vergleich der Drehungswerte mit den bei Natriumlicht er- 
mittelten Daten der friitheren Arbeiten erméglicht nachfolgende Gegeniiber- 
5 U@& stellung: 
Ss 














‘ (-)-Siiure: [a]}3° = — etree = — 157,8° baw. [a]29, =— 164,0° in H,0), 
q (+)-Siure: [a]2° = bs 7a ~ — = + 153,7° bzw. [a}?9, = + 160,0° (in H,O), 
, —)-Ester: [o]?° = bona abi : — = — 204,5° bzw. [o]?9, = — 212,0° (in CS,), 
| (+)-Ester: [a]2° = ee = + 202,0° bzw. [a]29, = + 209,0° (in CS,), 


Den Reaktionsverlauf verfolgten wir wie in den friiheren Arbeiten 
in pufferfreien Ansiitzen von 100 ccm bei 25° durch dauernde Titration der 
> —  entstehenden Siure bei Anwesenheit eines Indicators. Dabei trugen wir 
_ unseren Erfahrungen iiber den Einflu8 der Indicatorfarbstoffe*) auf den 
Reaktionsverlauf Rechnung und setzten nunmehr den Versuchsansiitzen 
5 Tropfen einer 0,05°/, igen w&Brigen Bromkresolpurpurlésung zu, wodurch 
eine Stérung des Reaktionssystems nicht zu befiirchten war. 

Die jeweils zu vergleichenden Versuche wurden in Serien ausgefiihrt; 
Stammversuche sind aus diesem Grunde mehrmals angestellt und in die Tabellen 
aufgenommen worden. Bei der Spaltung von Racematen haben wir nicht 
nur die Gesamtreaktionsgeschwindigkeit beobachtet, sondern auch die Teil- 
geschwindigkeiten der Umsiitze der beiden Antipoden zu bestimmen ver- 
sucht. Zu diesem Zweck wurde die nach einer Spaltung von 8—10°/, ge- 
bildete Mandelsiure aus dem Reaktionsgemisch isoliert und ihre Drehung 
gemessen. Die durch direkte Titration ermittelten Werte fiir die Menge der 
Mandelsiure stimmten in allen angefiihrten Versuchen mit den Werten der 
aus den Versuchsansiitzen isolierten Siure auf + 0,3°/, Spaltung iiberein. 
In unseren pufferfreien Ansiitzen erfolgt die unspezifische Spaltung des 
a 
100 ccm 


1) Die Enzymmenge (Lipaseeinheiten) ist ermittelt unter den in der 
Il. Mitteilung angegebenen Bedingungen. 

2) E. Bamann u. M. Schmeller, Diese Z. 194, 1 (1931). 
g* 


racemischen Esters bei einer Konzentration von 0,75 , wihrend 
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wir sie in den bisherigen Versuchsansiitzen, die 4,0 g Phosphat py = 7 


i 
[an com Ester fanden. 


II. Versuchsergebnisse. [n den folgenden Tabellen sind neben 
den bezeichneten Versuchsansiitzen jeweils die zugehérigen An- 
mg Mandelsiiure 4) 

10,13 Min. 
stets aus dem linearen Anfangsteil der Spaltungskurve berechnet. 

1. Spaltung des (—)-Esters und des (+)-Esters. Zu- 
nichst wurden die Spaltungsgeschwindigkeiten der beiden Anti- 
poden getrennt bei verschiedenen Konzentrationen gemessen, 
Nachfolgende Zusammenstellung enthilt diese Werte: 





enthielten, bei etwa 0,5 





fangsgeschwindigkeiten in angegeben. Sie wurden 


Konzentration - aa = Ester 1,5 1,0 0,5 0,1 0,08 0,01 0,005 0,001 


Spaltungsgeschwindigkeit 

des (—)-Estersv_ 7,68 — 8,40 9,89 9,96 6,86 4,90 1,39 
Spaltungsgeschwindigkeit 

des (+)-Estersv, 5,64 5,04 3,50 168 — —- — _ 





2. Spaltung des Racemates. Uberall dort, wo racemische 
oder andere Gemische der Antipoden der Spaltung unterworfen 
wurden, wurde nicht nur die gesamte Bildungsgeschwindigkeit 
von Mandelsiiure (vi) gemessen, sondern auch die entstandene 
Mandelsiure isoliert und ihre spezifische Drehung [@]?°, bestimmt. 
Hieraus und aus der spezifischen Drehung der Komponenten 
von + 164° berechnen sich nach der Mischungsregel die Teil- 
spaltungsgeschwindigkeiten der einzelnen Ester im Gemisch zu: 

a + 164 164 — a 
0, =e und v — = v4 —— 
im ersten, geradlinigen Teil der Spaltungskurve, solange das Ver- 
haltnis der beiden Teilgeschwindigkeiten und damit das [«] konstant 
ist. Wir sind deshalb nie iiber 10 °/, Spaltung gegangen. Eine solche 
Bestimmung der Einzelgeschwindigkeiten halten wir fiir eine be- 
sonders wichtige Unterlage zur Diskussion des optischen Aus- 
wihlens. Tab. I enthilt die Ergebnisse fiir das Racemat. 


. Dies gilt natiirlich nw 





3. Spaltung der Halbracemate. Unter ,,Halbracematen“ 
seien solche Antipodengemische verstanden, die von der einen 
Komponente halb so viel enthalten wie von der anderen. Ks gibt 
deren zwei, die mit (— — +) und (+ -+—) bezeichnet werden. Die 
Ergebnisse sind in Tab. II zusammengefaBt. 


‘) Durch die Wahl dieser Zeiteinheit lieB sich eine Umrechnung von 
ecm n/15 KOH in Milligramm Mandelsiiure ersparen. 


me 
4 
i 





c4oarwiy 


Versneh 















Tabelle I. 
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Spaltung des Racemates durch Menschenleberesterase. 


(Gesamtumsatzgeschwindigkeit und Einzelgeschwindigkeiten 
der Antipoden im Racemat.) 





























































































sé _ | Gesamtkon-| Gesamt- Spezifische Einzel- 
len eS zentration | Kinzelkon- geschwindig-| Drehung der | geschwindig- 
a | des Esters | zentration keit isolierten keiten 
et. 2 Pare Mandelsiure }|— — 
™ “ | 100 cem ialillidecs v4. [aj2o, in? | co | wy 
ti. 1,5 0,75 4,57 + 22,2 1,98 | 2,59 
en, 2 1,0 0,5 5,08 + 10,8 2,38 | 2,70 
3 0,75 0,375 5,13 + 1,57 2.56 | 2,57 
4 0,50 0,25 5,13 — 11,1 2,74 | 2,36 
™ 5 0,375 0,188 4,50 — 81,1 2,68 | 1,82 
6 0,25 0,125 4,57 — 38,7 2,82 | 1,75 
7 0,10 0,05 4,0 
m 8 0,05 0,025 3,53 
9 0,01 0,005 2,48 | 
10 0,005 0,0025 1,94 | 
1 0,001 0,0005 0,95 
he 
en Tabelle IL. 
>it Spaltung der Halbracemate durch Menschenleberesterase. 
he (Gesamtumsatzgeschwindigkeiten und Einzelgeschwindigkeiten 
it. der Antipoden in den Halbracematen. 
r Gesamtkon G t Spezifisch Einzel 
; Y kon- | 1. : esamt- pezifische inzel- 
- y | zentration Rinacizonaen geschwindig-| Drehung der| geschwindig- 
Ul: 2 | des Esters | trationen keiten isolierten keiten 
S a a Mandelsiiure 
a 100 ccm C_ 6, jeo__s|0,,_] [a)2%, in® | o_ | v4 
r- Se SSAA? SSSR — SS SS eS = — 
1 1,5 1,0 | 0,5 4,58 — 25,6 2,65 | 1,98 
nt 2 1,5 0,5 | 1,0 4,39 + 85,4 1,05 | 8,84 
1e 8 0,75 0,5 | 0,25 | 5,66 — 54,5 3,77 | 1,89 
" 4 0,75 0,25 | 0,5 4,65 + 58,8 1,50 | 8,16 
5 0,375 0,25 | 0,125 | 6,00 — 79,0 4,45 | 1,55 
S- 6 0,375 0,125 | 0,25 4,21 + 24,0 1,80 | 2,41 
C 4. Der EinfluB der Reaktionsprodukte. In den fol- 


venden Versuchen wurde der Einflu8 der Spaltungsprodukte der 
Kster, also des Alkohols oder der gleich-konfigurierten Mandel- 
siure, in konstanter Konzentration bei verschiedenen Substrat- 
konzentrationen untersucht. Es wurde Mandelsiure in der Konzen- 


tration 8 —— § og y ndt, vas 0 5 damaiod a Ks r 
von 0,422 jou cam Angewandt, was 0,9 755 can ste 


Diese Konzentration wurde daher in den Tabellen und 


iqui- 





. valent ist. 
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Berechnungen mit 0,5 bezeichnet. Aus dem gleichen Grunde fihrt 





die Alkoholkonzentration von 0,128 —_2— die Bezeichnung 0,5 
100 cem , 


und die Alkoholkonzentration 0,384 —8— die Bezeichnung 1,5, 
100 cem 


+ a) Der HinfluB der Reaktionsprodukte auf die Spal- 
i: tung des (—)-Esters und des (+)-Esters. Neben den Zusatz- 
" versuchen wurden die Umsatzgeschwindigkeiten der zusatzfreien 
Ester zum Vergleich noch einmal gemessen, um geringen zeit- 
Ni lichen Veriinderungen des Enzymvorrates Rechnung zu tragen. 





‘ Tabelle IL 
i EinfluB der Reaktionsprodukte auf die Spaltung des (—)-Esters 
und des (+)-Esters durch Menschenleberesterase. 





| 

















: 8 = 8 = : 

a N » & = R 2 a = o s 

' ale leelsz] 2] 22ls2! 2] 22/s: 

q elaws/ee/ae] 2 {a8 /“8| 1 se 143 

a wie Mol eal sg & a —_ O e a — @ 2 ‘ 
‘ Cle ISIGQsiscgs!] a o & leat 2 Sk | TS b 
Hf -~ 1a ims|/aggida ae a oe ee et et oe eee 

i R Oe ee dd ee ee c 
t . mene : rm 
i 1] 1,5 1,44 5,19 P 
\ 2} 1,5 0,5 7,51 5,28 pi 
is 3} 1,5 0,5 6,56 5,04 

A 4} 1,5 1,5 5,04 4,24 

‘ 5] 0,5 8,83 8,74 

i 6} 0,5 0,5 8,94 3,70 
5 7] 0,5 0,5 6,58 8,41 

a 8} 0,5 1,5 4,08 2,83 

eo 9] 0,1 10,90 1,70 

ul 10] 0,1 0,5 10,56 1,92 

t 11] 0,1 0,5 6,98 1,49 

‘ 12] 0,1 1,5 4,06 1,28 





























b) Der EinfluB der Reaktionsprodukte auf die Spal- 
tung des Racemates und der Halbracemate. Weiterhin 
a wurden die Gesamtgeschwindigkeiten und die Drehungswinkel der 
; entstandenen Mandelsiiure aus dem Racemat in Anwesenheit der 
i unter 4 genannten Zusitze und an den beiden Halbracematen bei 
q der Alkoholkonzentration 1,5 gemessen. Wir haben diese Versuche 
4 an Drei-Komponenten-Systemen bei der auf 8S. 128ff. gegebenen 
i rechnerischen Behandlung nicht verwertet, sie seien aber hier in 
' Tab. IV angefiihrt, weil sie eine Diskussion des Zeitverlaufs des 
. Auswihlens (vgl. S. 137 ff.) erméglichen. 
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Ill. Auswertung. 1. Die Spaltung des(—)-Esters. a) Hydro. 
lyse des zusatzfreien (—)-Esters. In Fig. 1 ist die Abszisse F- 
der dekadische Logarithmus der Substratkonzentration, die Ordi- —- pe 
nate die Reaktionsgeschwindigkeit, beide im oben bezeichneten —- 
Mab, fiir den (—)-Ester. 
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Fig. 1. Die Spaltung des (—)-Esters, ihre Zusammensetzung aus zwei konkurrierenden é ( } 
Reaktionen, ihre Hemmung durch (+)-Ester und durch Alkohol. Wi 
: ‘ : P . : By 
Kurve I ist die Aktivitiits-pg-Kurve unvermischten (—)-Esters 
gemiB der Zusammenstellung auf $.124. Sie zeigt den stets fiir ™ 


Menschenleberesterase beobachteten Abfall der Reaktionsgeschwin- — ke 
digkeit bei hohen Substratkonzentrationen. Die Kurve laBt sich — 





wiedergeben durch die Gleichung: = 
9 = ky -(S_] + ke (S_}? 
— 1+ 6,-(S_) + 6, -[S_? ‘i 
Diese Gleichung ist in der Form einer Langmuirschen Ad- ‘ 
sorptionsisotherme geschrieben, was wegen der einfachen Form — ; 
der fiir viele graphische Auswertungszwecke bequemen, reziproken — 
Geschwindigkeit gewisse Vorteile hat. Die Konstanten b, und b, F ,,, 
haben dabei die Bedeutung von Adsorptionskoeffizienten einer F na 
bzw. zweier Substratmolekeln an der aktiven Gruppe des Enzyms. F- *¢ 
Natiirlich ist diese Schreibung sachlich identisch mit der bekannten f- ‘ 
Formulierung von Michaelis und Menten. In dieser wirde F | 


statt b der Ausdruck 1/K einzusetzen sein, wihrend unsere k die 
Bedeutung von k/K hitten. Die Zahlenwerte sind dabei: 
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k, = 1609; ky = 5910; b,= 1304); b, = 820. 
isse Die gute Ubereinstimmung dieser Darstellung mit dem Ex- 


rdi- periment zeigt folgende Zusammenstellung: 
ten — — 


ro. 





























Cc v_ berechnet v— beobachtet 








Anschaulich bedeutet dieser Ausdruck, daB an denselben 
Gruppen des Enzyms in Konkurrenz miteinander eine Verbindung 
mit einer Substratmolekel (KS) und eine mit deren zweien (K(S),) 
vebildet werden kénnen. Mit steigender Substratkonzentration 
wird dadurch die Menge von ES zugunsten von K(S), herabgesetzt. 
Kurve II zeigt den mit unseren Konstanten berechneten Anteil 
der Reaktion, der durch den Zerfall von ES hervorgebracht wird. 
Es ist dies die von J. B.S. Haldane?) diskutierte symmetrische 
Glockenkurve. Sie ist in guter Anniherung fiir sich allein ver- 
wirklicht bei der Spaltung des Buttersiiuremethylesters durch die 
Ksterase der Schafleber (K. Bamann und M. Schmeller).’) 

Da jedoch in unserem Falle die Kurve unsymmetrisch ist, 
insbesondere bei hohen Substratkonzentrationen die Geschwindig- 
keit nicht nach 0, sondern nach einem endlichen Wert (7,21) kon- 
vergiert, ist itiber Haldane hinaus und im Sinne von Bamann 
und Laeverenz‘) auch der Verbindung K(S), eine endliche Zer- 


ir 
i 


1) Driickt man die Esterkonzentrationen nicht in Gewichtsprozenten, 
| sondern in Molarititen aus (1 molar = 18 °/,), so ergibt sich ftir die Dissoziations- 
- 1 1 

| konstante von ES_: K,= 18 x 130 ~ 2349: Der Unterschied dieses 


3 ‘ 1 
i =  Wertes gegeniiber dem in der II. Mitteilung gemessenen Wert von K, = 602.2 





2 §  beruht darauf, daB in jenen Messungen der von E. Bamann u. M.Schmeller’) 
_ hachtriglich festgestellte Einflu8 der Indicatorfarbstoffe noch nicht ausge- 
schlossen war. 
*) J. B.S. Haldane, Enzymes, London (1930) und zwar S. 84; D. R. 
P. Murray, Biochemic. J. 24, 1890 (1980); J. B.S. Haldane u. K.G.Stern, 
Allgem. Chem. d. Enzyme, Leipzig (1932), S. 105f. 
*) Diese Z. 194, 1 (1981). 
*) Ber. chem. Ges. 64, 897 (1931). 


wee we hlrctlté—<C SZ 











i 5 BET Se enennes a 








si es SS eh ae 


180 Georg-Maria Schwab, Eugen Bamann und Paul Laeverenz, 


fallsgeschwindigkeit zuzuordnen. Dieser Anteil der Reaktions. 
geschwindigkeit ist in Kurve LIT dargestellt. Addition von Kurve IJ 
und III liefert die gemessene Aktivitits-pg-Kurve I. Man sieht, 
da8 bei Substratkonzentration unter etwa 0,01 die Spaltung von 
K(S), noch keine erhebliche Rolle spielt. In diesem Gebiet kann 
also die Geschwindigkeit, wie bisher stets geschehen, durch die 
einfache Adsorptionsisotherme bzw. Dissoziationsrestkurve _be- 
schrieben werden. Erst in der Gegend des abfallenden Astes 
der Glockenkurve erhebt sich die Spaltungskurve von E(§), zu 
merklichen Betriigen und vermindert so den Abfall der Gesamt- 
geschwindigkeit. Das Ergebnis schlieBt nicht aus, daB sich bei 
anderen Enzymen oder Substraten, oder in unserem Falle bei 
noch héheren Konzentrationen, im Sinne der VI. Abhandlung 
dieser Reihe auch Verbindungen mit mehr als 2 Substratmolekeln 
bilden und kinetisch bemerkbar machen kénnen. 

Es ist auch versucht worden, den Abfall der Geschwindigkeit 
bei hohen Konzentrationen so zu Jeuten, daB zur Esterhydrolyse 
die Anwesenheit enzymgebundenen Wassers') erforderlich sei und 
das Substrat in héherer Konzentration das Wasser trotz dessen 
mengenmiiBigen Uberschusses kraft seiner iiberlegenen Affinitit 
vom Enzym verdriingt. Abgesehen davon, daB es uns nicht ge- 
lungen ist, diese Vorstellung so zu formulieren, daB sie die Er- 
gebnisse quantitativ wiedergibt, bestiirken uns in der soeben vor- 
getragenen Auffassung besonders die Beobachtungen iiber den 
EinfluB zugesetzten (+)-Esters. 

b) Hydrolyse des (—)-Esters in Anwesenheit von 
(+)-Ester. Wahrend bisher seit R. Willstatter, R. Kuhn und 
E. Bamann, neuerdings noch von H. Fischgold und R.Ammon’?, 
bei Betrachtung von Racematversuchen immer die Giiltigkeit des 
Massenwirkungsgesetzes unter gegenseitiger Verdringungshemmung 
beider Antipoden vorausgesetzt wurde, haben wir uns die Aufgabe 
gestellt, die Art der gegenseitigen Beeinflussung experimentell zu 
untersuchen. Zu diesem Zweck wurden die Spaltungsversuche 
an Racematen und Halbracematen ausgefiihrt, in denen auBer der 
Summe beider Spaltungen mit Hilfe des Drehungswinkels der 
Mandelsiure auch noch die Einzelgeschwindigkeiten des (—)- und 
des (+)-Esters ermittelt wurden. In Fig.1 bedeuten die Kurven IV, 
V, VI die aus Tab. I und It entnommenen Teilgeschwindigkeiten 
des (—)-Esters im Halbracemat (—-—-+), im Racemat und im 





1) H. Fischgold u. R. Ammon, Biochem. Z. 247, 338 (1932). 
*) Biochem. Z. 246, 463 (1932). 











SER ae Pa eer, ee ee 
SE Sinn (BP pe SRL aaah ea a a aaa 


| &n gewissem Enzymmaterial kleinere Hemmungen auftreten kénnen. 
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Halbracemat (—-+ +). Wie die Spaltungskurve I des reinen 
(—)-Esters, so fallen auch diese Kurven mit steigender Substrat- 


| konzentration ab. Verbindet man aber auf ihnen jeweils Punkte 
 gleicher absoluter (+)-Ester-Konzentration, so erhilt man die 


punktierten Kurven VII, VII, IX fiir 0,125 bzw. 0,25 bzw. 0,5 ¢ 


5 (+)-Esterzusatz in 100 ccm. Die letztgenannten Kurven steigen 
' nun bei zunehmender Substratkonzentration [S_], und der Ab- 
| fall der Racemat- und Halbracematkurven IV, V, VI wird 


nur dadurch hervorgebracht, daB auf ihnen mit steigen- 


der Substratkonzentration zugleich die Konzentration 


des zugesetzten hemmenden (+)-Esters zunimmt. Auf- 


| fallend ist der enge Zusammenhang, der zwischen Kurve VII, 
_ VUI und IX einerseits und der K(S),-Kurve III andererseits zu 


bestehen scheint. Dies ist uns einmal ein Zeichen dafir, dab 


| Kurve III iiber ihre rechnerische Brauchbarkeit hinaus physikalische 
| Realitiit besitzt. AuBerdem glauben wir schlieBen zu diirfen,daB in An- 
| wesenheit von (+)-Ester-Konzentrationen oberhalb 0,125 g/100 ccm 
| der (—)-Ester fast ausschlieBlich iiber die E(S),-Verbindung zer- 
_ fallt, wihrend der Zerfall iiber die ES-Verbindung schon durch 
_ kleinere (+)-Ester-Konzentration praktisch ausgeschaltet wird. 


Ob diese beiden Hemmungswirkungen des (+)-Esters Affini- 
titshemmungen oder Beeinflussungen der Zerfallsgeschwindigkeiten 


_ darstellen, méchten wir wegen der in die Mischversuche erhdht 


eingehenden Versuchsfehler und wegen ihrer Abkunft teilweise von 


verschiedenen Enzymlésungen nicht entscheiden. Sicher ist nur, 
| da keinesfalls beide Hemmungen gleichermaSen Verdringungs- 


hemmungen sind. In diesem Falle miiBte man nimlich dem (+)- 


 Kster fiir die Hemmung des ES-Zerfalls und des K(S),-Zerfalls 
| zwei verschiedene Affinititen zuschreiben, obgleich doch ES und 
| ES), nach 8.129 an derselben Gruppe des Enzyms miteinander 
_ konkurrieren. Wir méchten uns daher auf die deskriptive Aus- 
_ sage beschranken, daB der (+)-Ester, in geringer Konzentration 
| zugesetzt, den Zerfall tiber ES auBerordentlich stark unterdriickt, 
_ und daB er, in héheren Konzentrationen zugesetzt, dariiber hinaus 
- eine miéBige Hemmung des Zerfalls iiber E(S), ausiibt. 


c) Hydrolyse des (—)-Esters in Anwesenheit der Zer- 


' _fallsprodukte. In den hier mitgeteilten Versuchen beeinflubt 
_ die (—)-Mandelsiure die Zerfallsgeschwindigkeit nicht (vgl. 
_ Tab. IM und IV). Andere, nicht wiedergegebene Versuche mit 


der Esterase einer anderen Menschenleber deuten daraufhin, daB 
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Wegen des Einflusses, den Alkohol auf die optische Spezi. 
fitat austibt’) und wegen der Bedeutung, die ihm fiir den Reak. F- 
tionsverlauf bei héheren Spaltungsgraden zukommen muf, war e; F- 


von besonderem Interesse, seinen KinfluB beim Einzelester 


verfolgen. Kurve X und XI in Fig. 1 zeigen den Verlauf de : 


Spaltung des (—)-Esters in Anwesenheit der Alkoholkonzentrationen 


0,5 bzw. 1,5, entnommen aus Tab. II. Bei festgehaltener Substrat. 5 


konzentration verhalt sich die Alkoholhemmung wie eine einfache 
Verdrangungshemmung, d. h. die reziproke Reaktionsgeschwindig. 


keit ist eine lineare Funktion der Alkoholkonzentration. Vergleicht § 
man die Koeffizienten dieser Funktion in Abhangigkeit von de — 
Substratkonzentration [S_], so ergibt sich, daB nicht eine Ver. f 


bindung E-Alkohol mit ES und K(S), konkurriert, sondern eine 
Verbindung ES-Alkohol. Bedeutet [A] die Alkoholkonzentration, 
so erhilt man in erster Niherung die modifizierte Geschwindig. 
keitsgleichung: 
1609 [S_] + 5910 [S_}? 

— = 1 + 130[S_] + 820 [S_]* + 820[S_]-[A] _ 

Die Gegeniiberstellung der so berechneten mit den gemessenen 
Werten ergibt: 





uv 




















[(S_] [A] v_. berechnet | v_ beobachtet 
0,1 0,5 5,8 6,9 

0,1 1,5 8,2 4,1 

0,5 0,5 6,5 6,5 

0,5 1,5 4,5 4,1 

1,5 0,5 6,9 6,65 

1,5 1,5 5,7 5,1 











Man kénnte die Ubereinstimmung verbessern, wenn wai 
einerseits fiir den zusatzfreien Ester nicht Kurve I, sondern die 
etwas abweichenden Werte aus Tab. III zugrunde legte und auBer- 
dem, wenn man auch der Verbindung ES-Alkohol eine von Null 
verschiedene Zerfallsgeschwindigkeit zuschriebe. Der Habitus der 
Kurven scheint indes auch so geniigend eindeutig, um unsere 
Annahme zu stiitzen. 

2. Die Spaltung des (+)-Esters. a) Hydrolyse des 
zusatzfreien (+)-Esters. Fig. 2 gibt in Kurvel die Aktivitits- 
ps-Kurve des (+)-Esters nach der Zusammenstellung auf 8S. 124 
wieder. Sie zeigt im gemessenen Bereich keinen Abfall und ist 

_ 8.) 
+ ~ 1 + 5,52(8,] 
1) Ber. chem. Ges. 64, 897 (1931). 
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b) Hydrolyse des (+)-Esters in Anwesenheit von 
(—)-Ester. Kurve IV, V und VI in Fig. 2 geben wieder analog 
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Fig. 2. Die Spaltung des (+)-Esters und ihre Hemmung durch (—)-Ester. 


den entsprechenden Kurven in Fig. 1 den Anteil des (+)-Esters 
an der Gesamtspaltung im Halbracemat (— + +), im Racemat 


' und im Halbracemat (— — +) an. Hier zeigen auch diese Kurven 
' deutlich keinen Abfall und zwar deshalb, weil der hemmende 
| EinfluB des (—)-Esters auf die Spaltung des (+)-Esters viel 


geringer ist als umgekehrt. Kurve VII, VII und IX sind wieder 
die geometrischen Orter der Punkte gleichen (—)-Esterzusatzes von 
0,125 baw. 0,25 bzw. 0,5 g/100 ccm. Der EinfluB des (—)-Esters 
liBt sich durch eine einfache Konkurrenz der Verbindung ES_ 
mit ES, beschreiben gemiB: 
— 26,3(S,] 
+" 1+ 5,62(8,] + 1,59[S_] 





Der Vergleich der berechneten mit den beobachteten Werten ist 
in folgender Zusammenstellung ausgefiihrt: 


























[S_] [Si] v, berechnet | v, beobachtet 
0 1,5 4,25 5,64 
0 1,0 4,04 5,04 
0 0,5 8,51 3,50 
0 0,1 1,68 1,68 
0,125 0,125 1,75 1,75 
0,125 0,25 2,56 2,41 
0,25 0,125 1,58 1,55 
0,25 0,25 2,38 2,39 
0,25 0,50 8,18 3,16 
0,50 0,25 2,08 1,89 
0,50 0,50 2,90 2,70 
8,34 


















a 
i 
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Merklich fallen nur die Zahlen fir die beiden hichstey 
Konzentrationen des reinen (+-)-Esters heraus. Ob hier bereits, 
wie beim (—)-Ester, das Auftreten einer spaltbaren E(S),-Verbindung 
sich bemerkbar macht, bleibe offen. 

c) Der Einflu8 der Reaktionsprodukte auf die Hydro. 
lyse des (+)-Esters. Mandelsiure hat auch hier keinen Ein. 
flu8. Die Hemmung durch Alkohol ist in Fig. 3 durch Kurve X 




















und XI fiir die Alkoholkonzentrationen 0,5 bzw. 1,5 dargestellt, 
oor Br 
fr x 
a ‘f ‘i 
8/8 3} ¥ 
§|® 
U8 2b q 
§ 
> 7 x "] 
ay REE a a 
LI) Frc0cm4 ; 
7 0 
lool $<) 


Fig. 3. Die Hemmung der (+)-Ester-Spaltung durch Alkohol. 


Die Werte folgen der Gleichung 


= 26,3 (S.] 
+ “1+ 5,52(S,] + 0,42 [A] 


Die Gegeniiberstellung der berechneten und beobachteten Werte 





v 























ergibt: 

(S,] [A] » beobachtet | » berechnet 
1,5 0,5 5,04 4,15 

1,5 1,5 4,24 4,00 

0,5 0,5 3,41 3,33 

0,5 1,5 2,83 8,00 

0,1 0,5 1,49 1,49 

0,1 1,5 1,28 1,21 











Wegen der Abweichung des ersten Wertes vgl. die Bemerkung 
auf 8. 134 (oben). Beim (+)-Ester beruht demnach die Alkohol- 
hemmung in normaler Weise auf einer Konkurrenz der Verbindung 
E-Alkohol mit ES,. 

IV. Besprechung der Ergebnisse. 1. Praktische Folgerungen. 
Bevor die erhaltenen funktionellen Beziehungen theoretisch ge- 
deutet werden, sollen sie zunichst auf einige interessante Befunde 
friiherer Arbeiten angewandt werden, die nach Auffinden und 
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Z D nesnsabililiaging wichtiger neuer Faktoren in der MeSmethodik!) 
’ heute nicht mehr als voll geklart gelten kénnen. 


Die erste Frage dieser Art ist die, ob die Aktivitits-ps-Kurve 


' des Racemates sich unter Zugrundelegung des Massenwirkungs- 
; gesetzes, d. h. einer Konkurrenz zweier ES-Verbindungen, aus 
' den gemessenen Kurven der beiden Antipoden berechnen 1ibt. 
| R.Willstatter, R. Kuhn und E. Bamann’) ist dies seinerzeit 
' fir den bei der Schweineleberesterase vorliegenden Idealfall ge- 
'lungen. Obgleich spiiter E. Bamann und P. Laeverenz’) ver- 
' muteten, daB die Verhiltnisse bei der Esterase der Menschenleber 
| verwickelter liegen, haben doch H. Fischgold und R. Ammon‘) 
-auch fiir diesen Fall eine derartige Rechnung ausgefiihrt. Sie 
_errechnen aus der Aktivitits-pg-Kurve des (—)-Esters und der des 
' Racemates eine mit und ohne Strychninzusatz iibereinstimmende 
_ hypothetische Aktivitits-ps-Kurve des (+)-Esters, geben jedoch 
zu, daB diese mit dem Experiment nicht im Hinklang steht. 


Nach unserem. jetzt vorliegenden Material stellt sich die 


' Frage folgendermaBen dar. Die spaltbare ES-Verbindung des 
_(-)-Esters bildet sich mit der hohen Affinitit von 130 in unserer 
_Ziblung, die des (+)-Esters dagegen mit einer solchen yon nur 
5,5. Man sollte daher erwarten, da8 bei kleinen Konzentrationen 
| der (+)-Ester den (—)-Ester noch nicht merklich verdringt und 
_da8 somit im aufsteigenden Kurvenast die Spaltungsgeschwindig- 
_keit des Racemates rund die Hilfte derjenigen des (—)-Esters 
_ betrigt. Demgegeniiber sind die Zahlen folgende: 


Gesamtsubstratkonzentration 0,001 0,005 0,01 0,05 
ee ee eee 4,90 6,86 9,96 
Cs ee ea Ke wee 0,95 1,94 2,48 3,53. 


Die starke Abweichung vom Erwartungswert verstehen wir 


auf Grund unserer neuen Befunde iiber die (+-)-Ester-Hemmung der 


(—)-Ester-Spaltung sofort dahin, daB schon sehr geringe Zusiitze von 
(+)-Ester die Spaltung der ES_-Verbindung in einem MaBe herab- 


setzen (vgl. S. 130 und 131), das iiber die Betitigung der sehr 
'geringen Enzymaffinitait 5,5 des (+-)-Esters bei weitem hinausgeht. 
| Das einfache Massenwirkungsgesetz ist also keineswegs anwend- 
bar. Wir wollen, wie erwahnt, nicht entscheiden, ob die starke 
-Hemmung des (—)-Esters durch den (+)-Ester nicht schlieBlich 
_ auf der massenwirkungsmaBigen Bildung héherer Komplexe beruht 


) Vgl. FuBnote 2, S. 123, 
*) a. a. O. 5) a. a. O. 4) a. a. O. 
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oder ob vielleicht der von H. Fischgold und R. Ammon!) vor. 
geschlagene formale Ausweg konzentrationsabhingiger Affinititey 
beschritten werden mubB. 

Hiermit im Zusammenhang steht die in der LI. Mitt. dieser 
Reihe aufgefundene merkwiirdige Erscheinung, da8 bei der Leber. 
esterase des Menschen wie der des Kaninchens das optische Aus- 
wihlen bei hohen Anfangskonzentrationen des Racemates positiy 
und bei kleinen Konzentrationen negativ erfolgt, wihrend dic 
Spaltung bei einer mittleren Konzentration unspezifisch verliutt, 
In jener Abhandlung wurde auf Grund eines nach spiateren Be. 
funden*) gefalschten Kurvenbildes (die Aktivitats-ps-Kurven der 
optischen Antipoden iiberschneiden sich) vermutet, daB hier bei 
kleineren Konzentrationen die hohe Affinitit des (—)-Esters zum 
Enzym, bei gro8en Konzentrationen aber die héhere Zerfalls. 
geschwindigkeit des gebundenen (+)-Esters tiberwiegt. Den- 
gegentiber haben P. Rona, H. Fischgold und R. Ammon?) be- 
tont, daB die Erscheinung durch Aktivitiits- und Zerfallsgeschwin- 
digkeits-Konstanten‘) nicht wiedergegeben werden kann. 
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Fig. 4. Spaltung der Antipoden im Racemat und der Punkt unspezifischer Spaltung. 


Es ist zu fordern, dafi eine solche Umkehr des Auswiihlens 
dann eintritt, wenn die Spaltungskurve des (—)-Esters und die 
des (+-)-Esters sich schneiden. Das ist zwar bei der Esterase 
der Menschenleber nach unseren neuen Messungen fiir die reinen 
Ester nicht der Fall, es kommt aber fiir das Auswihlen im 
Racemat nicht auf diese Kurven, sondern auf die Teilgeschwindig- 
keiten der Komponenten im Racemat an. Daher sind diese 





) Biochem. Z. 247, 338 (1932). 

*) Biochem. Z. 228, 77 (1930). 

*) Auf die irrtiiml. Auslegung unserer Ausdrucksweise wurde in der 
VI. Abh. (S. 899) hingewiesen. Leider ist trotzdem der Einwand von 
P. Rona, H. Fischgold und R. Ammon in die neueste referierende Lite- 
ratur tibergegangen (J. 8. B. Haldane und K. G. Stern, Allgem. Chem. 4. 
Enzyme, Leipzig 1932, §.111 u. f.). 


2) Vgl. FuBnote 2, S. 123. 
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(Kurven V aus Fig. 1 und 2) in Fig. 4 in einem Diagramm ver- 
gleichend gegeniibergestellt worden. 

Die starke Hemmung, die der (+)-Ester auf die Spaltung 
des (—)-Esters ausiibt, wirkt dahin, daB dessen Kurve im Racemat 
erstens gegeniiber der Kurve des reinen (—)-Esters gesenkt ist 
und, daB sie zweitens wegen der, mit der Racematkonzentration 
ansteigenden (+)-Esterkonzentration einen fallenden Verlauf an- 
nimmt (vgl. S. 130f.). Beide Umstinde bewirken, daB sie die nur 
miBig durch die Anwesenheit des (— )-Esters ee pmgen (+)-Ester- 


“om der Konzen- 





kurve bei der Racematkonzentration 0,75 - Te one 


tration unspezifischer Spaltung, schneidet. Entsprechendes lieBe 
sich auch fiir die Halbracemate ableiten. Ebenso wie die Ab- 
weichung der Racematkurve vom Massenwirkungsgesetz, beruht 
also auch die Umkehr des Auswihlens auf der anomalen Tatsache, 
daB der Ester mit der geringeren Affinitat die Spaltung seines 
Antipoden starker hemmt als umgekehrt. Im Gegensatz dazu 
stehen die Verhiltnisse bei der Leberesterase des Schweines, wo 
die quantitative Unabhingigkeit des Auswihlens von der Racemat- 
konzentration die Giiltigkeit des idealen Massenwirkungsgesetzes 
beweist und wo demgem&B auch keine Umkehr eintritt.’) 


Die Ergebnisse von Versuchen, die in 100 cem Reaktionsfliissigkeit 
neben den wechselnden Estermengen 4,0 g Phosphat py =7 und 20 Lipase- 
einheiten (Schweineleber 3; 1. V. 1930) enthielten, sind nachfolgend zu- 
sammengestellt: 





Racematkonzentration 5). ~ 1,0 0,1 0,05 
100 ccm 

Reaktionsdauer (Stunden) . .. . 9 6 0,6 0,25 
Spelteme (Ti. + « 2 es «+ » » 169 20,3 24,3 18,5 
Drehungswinkel der Mandelsiure 

(10cem,/=2dm).... . . + 4,099 + 8,269 + 0,399 + 0,14° 


Spez. Drehung d. Mandelsiure [o]}5, +4+95,8° +95,5°9 +95,4° 492,4° 


Die weiteren Betrachtungen betreffen eine Reihe von Beob- 
achtungen, die sich nicht, wie die bisher behandelten, auf Anfangs- 
geschwindigkeiten beziehen, sondern auf das Verhalten der Ge- 
schwindigkeit beim Durchlaufen steigender, insbesondere héherer 
Spaltungsgrade. Wenn man, von einer auf dem fallenden Ast 
der (—)-Ester-Kurve liegenden Anfangskonzentration ausgehend, 





1) Auch das Auswihlen der Takaesterase ist in der V. Mitt. dieser 
Reihe innerhalb der gepriiften Grenzen unabhingig von der Substrat- 
konzentration gefunden worden. E. Bamann und P. Laeverenz, Ber. 
chem. Ges. 63, 2939 (1930) und zwar S. 2944, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXV. 10 
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die Konzentration durch fortlaufende. Spaltung vermindert, s0 
wirde die Aktivitits-ps;-Kurve erwarten lassen, daB dabei die 
Geschwindigkeit mit einem autokatalytischen Habitus zeit- 
lich zunimmt. E. Bamann und M. Schmeller’) haben diese 
Erscheinung am Buttersiuremethylester aufgesucht, aber nur bei 
vereinzeltem Enzymmaterial und nicht in dem erwarteten Umfange 
angetroffen. Die Erklarung hierfiir liegt in der hemmenden 
Wirkung des bei der Reaktion entstehenden Alkohols. Wir kénnen 
die Anderung der Reaktionsgeschwindigkeit mit fallender Substrat- 
konzentration bei gleichzeitiger iiquivalenter Zunahme der Alkohol- 
konzentration verfolgen, indem wir etwa im Diagramm Fig. | 


baw. 8 den 1,5 —8— reinem Ester zugehérigen Punkt verbinden 
100 ccm 
mit dem 1,0 Die Ester und 0,5 Alkohol entsprechenden Punkt 


oder den Punkt 1,0 —_®— reinen Esters mit dem Punkt 0,5 —®— 
100 cem 100 cem 


Ester, 0,5 Alkohol. Das ist in Fig. 5 in den Linien I und II 
fiir den (—)-Ester, I’ und II’ fiir den (+)-Ester geschehen. 
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Fig. 5. Einftu8 des entstehenden Alkohols auf die Geschwindigkeit bei der Durchspaltung 
des (—)-Esters und des (+)-Esters. 


Man sieht, daB die bei der Durchspaltung wachsende Alkohol- 
hemmung an die Stelle der Geschwindigkeitszunahme beim (—)-Ester 





') Diese Z. 183, 149 (1929). 
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: eine Abnahme setzt, die das Ausbleiben der Autokatalyse ver- 
i stindlich macht. 


Endlich kann der Befund, da das optische Auswihlen der 
_ Menschenleberesterase wihrend der Durchspaltung niemals das 


: I Vorzeichen indert, daB insbesondere eine Spaltung, die zu 
_ Anfang unspezifisch einsetzt, in ihrem ganzen Verlauf unspezifisch 
* bleibt, nunmehr genauer diskutiert werden. Diese Tatsache, die 
| mit dem Auftreten eines Schnittpunktes nach Fig. 4 nicht ver- 
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Fig. 6. Der verschiedene Einflu8 des Alkohols auf die Spaltung der Antipoden im Racemat 
sorgt fiir Erhaltung der anfainglichen Auswahl. 


einbar ist, haben E. Bamann und P. Laeverenz?) mit Recht 
dem EinfluB des entstehenden Alkohols zugeschrieben. Die Ver- 


| hiltnisse lassen sich auf Grund der von uns gemessenen Alkohol- 


beeinflussung der beiden Antipodenspaltungen im Racemat ein- 
gehender behandeln. 
In Fig. 6 sind unter Benutzung von Tab. IV in Kurve 1, 2 


: und 8 die Spaltungsgeschwindigkeiten des (+)-Esters im Racemat 


in Gegenwart einer Alkoholkonzentration von 0, 0,5 u. 1,5 auf- 


z getragen. Kurve 4, 5 u.6 enthalten dieselben Angaben fiir den 
_ (—)-Ester. Der Schnittpunkt von Kurve 1 und Kurve 4 entspricht 
| wieder wie in Fig. 4 der Konzentration anfinglich unspezifischer 
a Spaltung. Bewegen wir uns von hier aus, wie es bei der Durch- 
* spaltung geschieht, in der Richtung fallender Esterkonzentrationen 
' auf beiden Kurven nach links, so zeigt sich, daB ohne eine 
| Alkoholhemmung bei der Durchspaltung ein stetig steigendes 


negatives Auswihlen eintreten miBte. Demgegeniiber sieht man, 


a da8 die Anwesenheit von Alkohol im Racemat die Spaltung des 
_ (—)-Esters stark, die des (+)Esters nur wenig hemmt. So ist 
F és sehr wohl miglich, daB in Anwesenheit der stetig wachsenden 





1) a. a. O. 
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Alkoholmenge beide Spaltungsgeschwindigkeiten auf einer gan, 
oder nahezu gemeinsamen Kurve, etwa 7, verlaufen, d. h. die 
Spaltung unspezifisch bleibt. Ebenso ist es verstiindlich, daB bei an. 


*,¢ 1 i} — a 
fangs positiver Auswahl (Racematkonzentrationen tiber 0,75 a) 


wegen der Verschiedenheit der beiden Alkoholhemmungen sich die Ge. 
schwindigkeiten erst gegen Schlu8 der Durchspaltung iiberschneiden 
kénnen (was dann der selbstverstindlichen Tatsache entspricht, 
daB das [a] der insgesamt gebildeten Mandelsiure = 0° wird), 

Das bisherige Material iiber den Ablauf der Durchspaltungen 
enthalt also noch keinen Befund, der nicht mit dem Verhalten 
der Anfangsgeschwindigkeiten bei entsprechenden Konzen- 
trationsverhiltnissen vertriglich wire, so daB die schwer verstiind- 
liche Zusatzannahme, das Enzym verharre irgendwie prinzipiell 
auf einem einmal eingeschlagenen Wege hinsichtlich Geschwindig. 
keit und Auswihlens'), wenigstens zunichst entbehrlich erscheint, 

2. Theoretische Folgerungen. Es soll nun versucht. 
werden, aus den gefundenen GesetzmiBigkeiten mit allem Vorbehalt 
ein Bild von den Vorgingen bei der Spaltung von Mandelsiure- 
ithylester an unserem Enzym zu entwerfen, etwa im Sinne der 
Bestrebungen der VI. Mitteilung. 

Die Gesetze, die die Spaltung des (+)-Esters mit und ohne 
Zusitze beherrschen, sind einfach und iibersichtlich. An derselben 
Gruppe des Enzyms konkurrieren miteinander (—)-Ester, (+-)-Ester 
und Alkohol unter Bildung der Verbindungen ES_, ES, (spalt- 
bar) und E-Alkohol. 

Komplikationen liegen bei der Spaltung des (—)-Esters vor. 
Er bildet zwei spaltbare Verbindungen ES_ und K(S_),. Beide, 
insbesondere aber ES_, werden durch anwesenden (+)-Ester in 
ihrer Spaltungsfunktion stark gehemmt, wobei sich nicht ent- 
scheiden lieB, ob es sich um Verdringungshemmungen oder um 
eine Erniedrigung der Zerfallsgeschwindigkeiten handelt. Alkohol 
hemmt den Zerfall iiber beide Verbindungen, indem er eine nicht 
oder nur langsam spaltbare ES_-Alkohol-Verbindung bildet. Das 
Auffallende ist, daB die hohe Affinitat 130, mit der der (—)-Ester 
die spaltbare ES_-Verbindung bildet, ganz verschieden ist von der 
geringen Affinitit 1,59, mit der er den (+)-Ester aus dessen spalt- 
barer ES,-Verbindung verdriingt. Mit anderen Worten handelt 
es sich um die fiir das ganze Erscheinungsgebiet so charakte- 


1 H. Fischgold und R. Ammon, Biochem. Z. 247, 388 (1932) und 
zwar S. 352. 











i yistische Tatsache, daB der affinere Ester den geringeren 
| hemmenden HinfluB hat. 
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Man kann nicht umhin, dies so aufzufassen, dab die Gruppen 


a des Enzyms, die den (+)-Ester spalten und eine nur geringe 
| Affinitit zum (—)-Ester haben, nicht identisch sind mit den 
| Gruppen, die mit groSer Affinitiit den (—)-Ester anlagern und 
' spalten und die tiberdies allein befihigt scheinen, héhere Kom- 


plexe mit mehreren Substratmolekeln oder mit Substrat und 
Hemmungskérpern zu bilden. Diese Folgerung besagt keines- 
wegs, daB wir es etwa mit einem Gemenge zweier 


ganz verschiedener absolut spezifischer Enzyme zu tun 


hitten; vielmehr kann es durchaus sein, dab dieselbe 
katalytisch aktive Gruppe je nach ihrer Lage an dem- 
selben kolloidalen Traiger verschiedenartige Feldwir- 
kungen ausiibt. Hierfiir spricht insbesondere die in der 
V. Mitteilung dieser Reihe?) festgestellte Ubereinstimmung des 
kinetischen Verhaltens verschiedener Enzymfraktionen in einem 


| schonenden Reinigungsgang (Adsorptionsverfahren). Die Fehler- 
_ grenze unserer Auswertung laBt es sogar zu, daf in untergeordnetem 
_ Make kontinuierliche Ubergiinge zwischen den beiden geschilderten 


Extremen des enzymatischen Mechanismus vorhanden sind. 

Geht man in dieser Richtung weiter, so wird man sich letzten 
Kndes vorstellen diirfen, daB in gewissen Enzymen nicht diskrete 
wirkende Gruppen mit scharf bestimmten Affinititen und Zerfalls- 
konstanten vorliegen, sondern eine kontinuierliche Mannigfaltigkeit 
von Stellen abgestufter Wirksamkeit der aktiven Gruppe, wie man 
sie bei makroheterogenen Adsorbentien und Katalysatoren in den 
,aktiven Zentren“ schon linger kennt. Das kénnte bewirken, daB 
die quantitative Beschreibung der Versuchsergebnisse in solchen 
Fallen besser mit der von H. Fischgold und R. Ammon?) schon 
einmal gestreiften Freundlichschen Isotherme geliinge als mit 
der normalerweise geltenden Langmuirschen. 


Der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft sowie 
der Einhundertjahrstiftung der Universitit Miinchen sprechen 
wir fir die Férderung unserer Untersuchungen aufrichtigen Dank 
aus. AuBerdem danken wir ergebenst der Justus Liebig-Gesell- 
schaft zur Férderung des chemischen Unterrichts fiir ein (Herrn 
P. Laeverenz gewihrtes) Forschungsstipendium. 





‘) E. Bamann und P. Laeverenz, Ber. chem. Ges. 68, 2939 (1980). 
) aa. O. . 
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Vergleich des optischen Auswihlens der Leberesterase 
in verschiedenen Entwicklungsstadien des Organs. 


(VIIL Mitteilung: ,Uber asymmetrische Esterhydrolyse 
durch Enzyme“ in der von R. Willstatter, R. Kuhn und 
EK. Bamann begonnenen Untersuchungsreihe.) 


Von 


Eugen Bamann, Syed Mahdihassan und Paul Laeverenz 





(Aus der Pharmazeut. Abt. des Lab. f. organ. und pharmaz. Chemie 
der Techn. Hochsch. Stuttgart.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. November 1932.) 


In einer friiheren Eshsnsiiiadall 1) dieser Reihe haben wir 
gezeigt, daB die Konfigurationsspezifitit der Leberesterase von 
Anderungen am Enzymkomplex, die man beispielsweise durch 
Einwirkung proteolytischer Enzyme herbeifiihren kann, abhiingig 
ist. Auf Grund dieses Befundes entwickelten wir die Vorstellung, 
daB die Unterschiede hinsichtlich des optischen Auswihlens 
verschiedener Esterasen — mégen sie nun aus einem Organ 
verschiedener Tiere oder aus verschiedenen Organen ein und des- 
selben Tieres stammen — nicht ,urch eine Verschiedenheit der 
reaktionsfihigen chemischen Gruppe der Esterasen zu erkliren 
sind, sondern daf sie in der im Organismus vorgenommenen, 
wechselnden Verkniipfung mit spezifischen, die katalytisch wirk- 
same Gruppe tragenden und beeinflussenden Kérpern ihre Ursache 
haben“, Diese Auffassung hat eine wesentliche Stiitze erfahren 
durch Tierversuche, die A. J. Virtanen und P. Suomalainen‘ 
vor kurzem ausgefiihrt haben: Nach intravenéser Einfiihrung von 
Pankreaslipase war die Esterasewirkung der Leber mehr als 2 mal 
erhéht, das Enzym zeigte jedoch dieselben Eigenschaften wie 
unter normalen Bedingungen. Dieser interessante Versuch tut 
dar, daB die Leber unter physiologischen Bedingungen imstande 





') E. Bamann und P. Laeverenz, Ber. chem. Ges. 63, 2939 (1930). 
*) Acta Chem. Fenn. B, V (1932). 
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ist, die Lipase der Bauchspeicheldriise ihrer charakteristischen 
Kigenschaften') zu entkleiden und sie mit den Higenschaften der 
Leberesterase auszustatten. 

Ks wird unsere Kenntnis férdern, wenn man im Anschluf 
an die genannten Befunde untersucht, ob etwa auch die Ent- 
wicklung des Organs, vom embryonalen Zustand bis zur Er- 
langung seiner vollen Funktion, Verinderungen der Enzymeigen- 
schaften mit sich bringt. Kine solche Analyse muB sich vor 
allem auf den Vergleich jener Kigenschaften erstrecken, die man 
bisher zur Kennzeichnung der lipatischen Enzyme gepriift hat, 
sie hat aber dariiber hinaus auch die feineren Differenzierungen 
im kolloiden Triiger aufzusuchen, wie es in jiingster Zeit fiir eine 
Anzahl von Enzymen von R. Willstitter und M. Rohdewald?) 
ceschehen ist. 

Wir beginnen diese Frage zu untersuchen, indem wir im 
Rahmen dieser Arbeitsreihe priifen, ob sich das optische Auswihlen 
der Leberesterase im Laufe der Entwicklung des Organs indert 
oder ob es davon unbeeinfluBt bleibt. 

Unsere Versuche sind ausgefiihrt mit der Leberesterase des 
Menschen, und sie erstrecken sich auf das Organ des Foétus, des 
Kindes und des Erwachsenen. JDabei zeigte sich, daB hinsicht- 
lich des Auswahlens bei der Spaltung von racemischem Mandel- 
siureester keine Unterschiede auftreten, die iiber Schwankungen 
hinausgehen, wie man sie auch von einem Organpriiparat zum 
anderen gleichen Entwicklungsalters antrifft. Der Enzymkomplex 
gerade der Menschenleberesterase weist nach den Befunden der 
vorhergehenden Arbeit*) einen komplizierten, fein abgestimmten 
Bau auf. Durch wesentliche Anderungen wiirden wohl auch jene 
Faktoren mit beeinfluBt werden, die das optische Auswihlen be- 
dingen, Aus unseren Versuchsergebnissen ist daher zu schlieBen, 
daB sich in der Leber die Bildung des Enzymkomplexes 
nach einem bestimmten Bauplan und unabhingig von dem 
Kntwicklungszustand vollzieht. Wohl aber vermag die kind- 
liche Leber wie die Erwachsenenleber, physiologischen Bediirf- 
nissen Rechnung tragend, den Esterasekomplex in miBigen Grenzen 
abzuwandeln, Doch gehen unsere Erfahrungen sowohl bei der 


1) R. Willstitter und F. Memmen, Vgl. von Leberesterase mit 
Pankreaslipase, Diese Z. 138, 216 (1924). 

) Naturw., Heft 36, S. 745 (1931); Diese Z. 203, 189 (1931); 204, 181 
(1932); 209, 83 (1982); 209, 38 (1932); 208, 258 (1982). 
8) Diese Z. 215, 121 (1933). 
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Esterase der Leber des Menschen wie einer Anzahl von Tieren 
dahin, daB die Spezifitit racemischen Substraten gegen- 
iiber fiir jede Spezies in engeren Grenzen konstant ist. 
Diese Tatsache ist dem Befunde von F.Haurowitz und W.Petrou') 
an die Seite zu stellen, daB die Lage des p,-Optimums der Magen- 
lipase fiir jede Tierspezies auB8erordentlich konstant ist.) 

Es erscheint aussichtsreich, iiber die bisherigen Versuche 
hinaus GesetzmiBigkeiten in der protoplasmatischen Verankerung 
des Enzyms in der Zelle im Sinne der Arbeiten von Willstiatter 
und Rohdewald aufzusuchen. Beobachtungen, die in gemeinsamer 
Zusammenarbeit von Herrn L. Vogel im Forschungslaboratorium 
der Krause-Medico-Gesellschaft in Minchen an Frischlebern und 
Ausziigen daraus gemacht wurden, lassen bereits Unterschiede 
im Bindungszustand des Enzyms erkennen. Wenn es gelingt, die 
feinen Abstufungen im Verhalten der Enzymanteile zu_ ihrer 
Fraktionierung auszuniitzen, so wird sich eine unsere Frage- 
stellung férdernde weitere Kennzeichnung des lipatischen Enzynis 
der Leber ergeben. 


Experimenteller Teil. 


Das optische Auswahlen der Esterasen priifen wir bei einer 
Substratkonzentration, bei der die Spaltung beider Antipoden im 
Racemat erfahrungsgemi8 etwa gleich rasch verliuft, das ist (in 
Anwesenheit von 4,0 g Phosphatpuffer p, = 7) 0,50 g Mandel- 
siuredthylester in 100 ccm Reaktionsfliissigkeit. Abweichungen 
von der unspezifischen Spaltung durch Bevorzugung einer der 
Komponenten des Racemates lassen das AusmaB von erkennbaren 
Anderungen am Enzymkomplex beurteilen. Unsere Beobachtungen 
beziehen sich auf ein Enzymmaterial, wie es bisher in unseren 
Untersuchungen Anwendung gefunden hat, also auf Ausziige aus 
(Aceton)-Trockenpriparaten, mifig gereinigt durch Essigsiure- 
fallung und Dialyse. Tab. 1 zeigt in 7 Beispielen das optische 
Auswahlen von Kinderleberesterase. Die spezifische Drehung der 


1) Diese Z. 144, 68 (1925). 

*) Es ist anzunehmen, daf auch das insbesondere von P. Rona und 
seinen Mitarbeitern gepriifte Verhalten der Lipase eines Organs gegeniiber 
gewissen Alkaloiden und anderen Giften fiir jede Tierspezies das gleiche 
ist (bei vergleichbarem Reinheitsgrade der Enzyme). Die Wirkung des 
Strychnins auf die Leberesterase des Menschen [gemessen an dem Einflub 
auf die Konfigurationsspezifitaét (III. Mitteil. dieser Reihe)] iuBert sich jeden- 
falls bei allen bisher untersuchten Enzympriparaten in qualitativ gleicher 
Weise. 
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gebildeten Mandelsiure erreicht bis auf ein Beispiel (Versuch 4) 
nur kleine Werte ober- und unterhalb 0° Die Schwankungen 
sind in thnlichen Grenzen wie sie auch in den Versuchen der 
Tab. 2 mit der Esterase der Leber Erwachsener (minnlich und 
weiblich) auftreten. Ein Zusammenhang mit der Entwicklung des 
Organs ist nicht erkennbar. 


Tabelle 1. 


Spaltung von racemischem Mandelsiureithylester durch Kinderleber- Esterase. 
(Die Versuchsansiitze enthalten in 100 cem 0,50 g Ester, 4,0 g Phosphatpuffer 
pH = 7; ¢ = 25°) 












































= at... ei 2 obe* i a 
21 Herkunft des Enzyms |2S)eig |fSl|eseelssca|. 3 
fe y BSl4ealecl|a orn Sua & na S 
nd Melony [Boece [FERS Ss g 
al ba ime g|PPSE| Ss 
1 | Embryo; 6 Monate ....{ 2 | 15'/,] 7,0 6,8 +0,00° |+ 0,0° 
2| Friihgeburt im 7. Monat | 6 5 113,8] 18,8 —0,04 |— 3,6 
3 ‘. ie, een 6 | 5 [169] 169 | +0,07 |+ 4,9 
4 m i, ee 3 110 |16,9] 16,9 | +0,27 |+18,9 
5 | Normalgeburt im 9.Monat | 6 5 [20,2] 20,2 +0,11 [+ 6,4 
6 | Geburt im 10. Monat. ..] 6,5] 5 [22,5] 20,8 +0,15 [+ 7,9 
7 | Kind, 4 Monate alt....] 6 5 [16,0] 16,0 +0,00 j+ 0,0 
Tabelle 2. 
Spaltung von racemischem Mandelsiureithylester durch Menschenleber- 
Esterase. 


(Die Versuchsansitze enthalten in 100 cem 0,50 g Ester, 4,0 g Phosphatpuffer 
Pr = +3 t = 25°.) 
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ale- eifhis sei. = 
3 esis 8la lasses) hoal|s 3 
Z Herkunft des Enzyms sls aleslesFeblessel. s 
i y a “aos aw "a oO Gedo = ano 
> Ae sale |asseclFe asl e 8 

Fa yea ee gi/APacis 
1 | Menschenleber 8; 8; 29Jahre}| 4 5 |10,4] 15,6 +0,00° 1+0,0° 
2 ne 7:9:42 , | 61 5 1136] 13,6 | —0,03 |-26 
3 ‘ 6:9:50 , | 6 | 5 1153] 15,3 | +003 [+23 
4 * 4:9:54 , | 6 | 4 1104] 13,0 | +0,04 |+4,6 
5 z 5:9;66 ,, | 6 | 5 ]12,3] 12,3 | —0,01 |-1,0 
6 9» 1036; 70 ,, 6 5 [16,4] 16,4 +0,05 (+3,6 





) Die Enzymmenge (Lipaseeinheiten) ist ermittelt unter den in der 
II. Mitteil. [Ber. chem. Ges. 62, 1538 (1927) und zwar S. 1541] angegebenen 
Bedingungen. 
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Auch das Verhiltnis der Esterasewirksamkeit gegeniiber 
Butterséiuremethylester und Mandelsdureithylester schwankt in 
den Versuchen der beiden T'abellen zwischen engen Grenzen und 
l4Bt einen Gang nicht erkennen. Als Beleg dafiir ist Spalte ¢ 
angefiihrt, welche die fiir eine bestimmte Enzymmenge (gemessen 
mittels Methylbutyrat) und eine konstante Versuchsdauer berechnete 
Spaltung des Mandelsiureesters enthalt. Eine wesentliche Ab. 
weichung von der Norm zeigt nur Versuch 1 der Tab. 1. 

Unsere Analysen lassen ferner eine Aussage iiber die Wirk- 
samkeit des Organs in den verschiedenen Stadien der Entwicklung 
zu. Driicken wir die Enzymkonzentration durch den Lipasewert 
aus, das ist die Zahl der in 1 cg der (Aceton)-Trockenleber ent- 
haltenen Lipaseeinheiten '), so erhalten wir im Falle gut wirksamer 
Erwachsenenlebern die Werte 0,20—0,25, in weniger giinstigen 
Fallen etwa 0,10 und in ungiinstigen 0,05. Dabei sind einfache 
Beziehungen zwischen der Enzymkonzentration und dem Alter 
der Leber nicht zu erkennen. Wohl aber nimmt der Enzymgehalt 
der Kinderlebern ab, je weiter man im Entwicklungsstadium 
zuriickereift. So sind die Lebern der Neugeborenen mit einem 
Lipasewert von 0,05—0,10, die der Frihgeburten (7. Monat) (Ver- 
such 2 mit 4 der Tab. 1) mit einem solchen von 0,02—0,05 zu 
kennzeichnen, wihrend sich (Versuch 1 der Tab. 1) fiir die Leber 
eines 6 Monate alten Embryos der Wert 0,01 ermitteln lieB. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
sowie der Justus Liebig-Gesellschaft zur Forderung des 
chemischen Unterrichts sprechen wir fiir die Unterstiitzung dieser 
Arbeit unseren ergebensten Dank aus. 





1) Vgl. Anmerkung 1, S. 145. 
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Das antiskorbutische Vitamin und die Glucuronsdure. 


Von 


Erik M. P. Widmark und G. Glimstedt. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lund.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Januar 1933.) 





Neulich haben Ottar Rygh und Aagot Rygh in dieser 
Zeitschrift!) Versuche mitgeteilt, die zeigen, daB 1/, mg Glucuron- 
siure zusammen mit 10 y 30°/,igem Methylnornarkotin per Tag 
einen wirksamen Schutz gegen Skorbut bei Meerschweinchen 
bildet. Zufuhr von Methylnornarkotin allein vermag die Tiere 
nicht linger als etwa 4 Wochen am Leben zu erhalten; sie sterben, 
jedoch nicht mit Skorbutsymptomen. Beim Menschen sollte da- 
gegen das Methylnornarkotin allein schon heilen. Die Ursache 
fir diesen Unterschied zwischen Menschen und Meerschweinchen 
suchen die Verfasser darin, daB ,das Meerschweinchen nicht be- 
fihigt ist, Glucuronsiure herzustellen“. Als Stiitze hierfiir fihren 
die Verfasser Versuche an, in denen sie gefunden haben, daf der 
Harn von Meerschweinchen, die auf Skorbutdiat gesetzt sind, an 
den ersten Tagen mit Tollens Naphthoresorcinreaktion stark 
positiven Ausschlag zeigt, nach 1 Woche schwachen Ausschlag, 
nach 14 Tagen iuBerst schwache Reaktion sowie nach 3 Wochen 
vollstiindig negativen Ausfall. Zufuhr von Pfefferminzél anderte 
nichts am Resultat. 

Diese Versuche scheinen also darzutun, dafs der Mangel an 
Glucuronsiiuresynthese ein Symptom bei Skorbut von Meerschwein- 
chen ist. Dieser Befund kénnte demnach fiir die Diagnose Meer- 
schweinchenskorbut von ausschlaggebender Bedeutung sein. Er 
wirde auch von dem Gesichtspunkte aus eine grobe Entdeckung 
bedeuten und eine bedeutungsvolle Anregung fiir die Forschung 
darstellen, insofern damit eine Stoffwechselanomalié von ganz 
bestimmter Art bei dieser Avitaminose nachgewiesen wire. 


1) Diese Z. 211, 275 (1932). 
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Es ergeben sich indessen bereits Schwierigkeiten bei der 
theoretischen Priifung der Voraussetzungen fiir die von den Ver- 
fassern geiuBerte Vermutung, dab die mangelhafte Wirksamkeit 
des Nornarkotins als Schutz gegen die deletiire Wirkung der 
Skorbutdiat darauf beruhen sollte, daB dem Meerschweinchen- 
organismus das Vermégen fehlt, Glucuronsiure zu bilden. 

Die Verfasser heben selbst hervor, daB die Meerschweinchen 
zu Beginn der Skorbutdiat eine stark positive Glucuronsiurereaktion 
im Harn geben. Hieraus muf der Schlu8B gezogen werden, dai 
gesunde Tiere eine normale Glucuronsiuresynthese haben, insofern 
nicht der gegen Avitaminose schiitzende Citronensaft geniigend 
Glucuronsiure enthalt. Der Citronensaft gibt indessen keine 
positive Naphthoresorcinreaktion. In Ubereinstimmung __hicr- 
mit sollte das Methylnornarkotin allein schiitzend wirken, da im 
gesunden Tier offenbar eine Glucuronsiureproduktion stattfindet 
und Glucuronsiure erst im SchluSstadium ganz fehlt. Die Ver- 
suche scheinen dies nicht zu bestitigen. 

Um indessen die Richtigkeit dieser wichtigen Mitteilung naher 
nachzupriifen, daB Meerschweinchen mit Skorbut im Harn keine 
positive Naphthoresorcinreaktion zeigen sollen, haben wir die Ver- 
suche der Verfasser wiederholt. Wir haben hierbei die Richtig- 
keit der Beobachtung nicht bestitigen kénnen. Sechzehn Meer- 
schweinchenjunge wurden am 26.Oktober auf Géthlindiat gesetzt. 
Nach 29 Tagen waren simtliche Tiere an Skorbut gestorben, 
welche Diagnose in allen Fallen durch Untersuchung nach Héjer- 
Westin festgestellt wurde. Wiahrend der Zeit, in der die Tiere, wie 
erwahnt, vom Skorbutfutter lebten, wurden sie mit wenigen Tagen 
Abstand herausgenommen und einige Stunden in Stoffwechsel- 
kifige zur Aufsammlung von Harnproben gebracht. Da die hierbei 
erhaltene Harnmenge in der Regel ziemlich unbedeutend war, 
stand die laut Tollens Beschreibung erforderliche Menge nicht 
zur Verfiigung, weshalb die Probe in bezug auf die Quantitit der 
verwendeten Reagenzien abgeindert werden muBte. Es wurde 
ein gleiches Volumen Salzsiure vom spez. Gew. 1,19 zugesetzt, 
dagegen nur ein paar Tropfen Naphthoresorcin. Die Proberéhren 
wurden wahrend 10 Minuten in ein kochendes Wasserbad gestellt. 
Nach dem Abkiihlen wurde ihr Inhalt mit dem etwa 3 fachen 
Volumen Ather ausgeschiittelt, Kontrollproben mit Wasser an- 
statt Harn gaben negativen Ausschlag, mit Glucuronsdurelésung 
positiven, 

Die erhaltenen Resultate sind in beigefiigter Tabelle zu- 
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sammengestellt. Wie aus dieser hervorgeht, sind die Proben ab 
und zu negativ ausgefallen, vielleicht hiaufiger zu Beginn der 
Beobachtungszeit als am Ende derselben. In der Regel war in- 
dessen die Probe stark positiv noch am Tage, an dem das Tier 
starb, oder an dem Tag zuvor. Eine Andeutung dafiir, dag 
sich die Glucuronsiurebildung auf Grund der C-vitaminfreien 
Diét ainderte, konnte demnach mit dieser Probe nicht nach- 
gewiesen werden. 


Zusammenfassung. 


Die Verfasser kénnen die Mitteilung von O. Rygh und 
A. Rygh, da® skorbutkranke Meerschweinchen keine Glucuron- 
siure bilden kénnen, nicht bestiitigen. Die Ursache des schiitzenden 
Einflusses, den Glucuronsiure zusammen mit Nornarkotin auf diese 
Tiere bei Skorbutdiat ausiiben soll, muB daher anderweit gesucht 
werden. 
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: Uber das Glutathion der Gewebe. 
len ' Von 
ch. R. Bierich und A. Rosenbohm. 

































(Aus dem Krebsinstitut Hamburg-Eppendorf.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Januar 1933.) 


nd — 

n- 

en & I. : 

se Im Anschlu8 an die Mitteilung Hopkins vom Jahre 1921?) 
ht # wurden von uns?) und anderer Seite*) Untersuchungen zur K1li- 


rung der Frage ausgefiihrt, ob und in welchem Umfang das 
| Glutathion an den Oxydoreduktionen der Gewebe beteiligt ist. 
' Zur Beantwortung dieser Frage sollte zunaichst der Gehalt der 
| Gewebe an reduziertem und oxydiertem Glutathion bestimmt und 
_ dann festgestellt werden, von welchen Bedingungen das Gleich- 
| gewicht baw. die Reversibilitit beider Phasen im System abhingt. 
j Der Gehalt an reduziertem Glutathion wurde jodometrisch 
bestimmt, und zwar urspriinglich in Extrakten, die mit Trichlor- 
' essigsiiure, spiiter in solchen, die nach Gabbe‘) und Kiihnau®) 
| mit Wolframsiiure oder — in Versuchen von uns — mit Sulfo- 
' salicylsiiure enteiweiBt waren. Hierbei zeigte sich, da& der Jod- 
' verbrauch der Extrakte, die mit Trichloressigsiure gefallt waren, 
| relativ niedrig war, waihrend die mit Wolframsaure oder Sulfo- 
_ salicylsiiure behandelten Extrakte relativ mehr Jod verbrauchten. 
| Dieser héhere Jodverbrauch der mit Wolframsiure behandelten 
' Extrakte sollte nach Gabbe‘) dadurch zustandekommen, daB die 
- Wolframsiiure nicht nur eiweiBfillend wirkt, sondern auch das 
' ganze baw. — nach Kihnau — einen Teil des im Extrakt vor- 
' handenen SS reduziert, womit vorausgesetzt wird, daB im Extrakt 
' reduziertes und oxydiertes Glutathion vorhanden ist. 


) Biochemic. J. 15, 286 (1921). 

*) Diese Z. 158, 1ff. (1926); 164, 207 (1927); 175, 115, 292 (1928). 
3) J. of biol. Chem. 70, 793, 801 (1926); J. of Biochem. 5, 201, 217 
_ (1925); J. of biol. Chem. 72, 167 (1927). 

*) Klin. Wschr. 9, 169 (1930). 
*) Biochem. Z. 230, 353 (1931). 
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Ware die Voraussetzung Kiihnaus richtig, so miiBte der 
durch Wolframsaure nichtreduzierte Teil des oxydierten Gluta. 
thions durch KCN!) reduzierbar sein und sich durch Anstieg deg 
Jodverbrauchs nachweisen lassen. Der Versuch zeigt aber, dai 
dieser Anstieg nach Zugabe von KCN nicht erfolgt (Tab. 2) 
Dasselbe gilt fiir den héheren Jodverbrauch, den mit Sulfo. 
salicylsiure enteiweiBte Extrakte haben. 


Der Anstieg des Jodverbrauchs wiirde mit der Kihnav. 
schen Methode nur ausbleiben, wenn die Wolframsiure alles 
oxydierte Glutathion reduziert hatte. Hierzu ist sie aber, wie 
unsere Versuche (Tab. 5, 6) zeigen, nicht imstande. DaB dieses 
an ihr und nicht am oxydierten Glutathion liegt, ergibt sich 
daraus, daB dieses von KCN ohne weiteres reduziert wird. — 
Wir haben mit dieser Methode nahezu alle normalen Korper- 
gewebe untersucht und, mit Ausnahme des Blutes, in keinem von 
ihnen oxydiertes Glutathion nachweisen kénnen. Selbst wenn 
die Gewebe innerhalb 1’ fixiert wurden, gelang dies nicht. Diese 
Fixierungszeit hatte aber ausreichen miissen, um wenigstens 
einen wesentlichen Teil des oxydierten Glutathions zu fassen. 
Dieser Befund ist deswegen ausschlaggebend, weil bei den Me. 
thylenblauversuchen nach der Thunbergschen Methode durch 
Voegtlin’) festgestellt wurde, daB die Gewebe zur Reduktion 
von m/40000-Methylenblau etwa 23’, also ein Vielfaches der von 
uns angewandten Zeit, brauchten. Aus diesem Grunde lassen 
sich die bisherigen Vorstellungen, daB das Glutathion 
an den reversiblen Oxydo-Reduktionsvorgingen be- 
teiligt ist, nicht mehr aufrecht erhalten. 


Der héhere Jodverbrauch der mit Wolframsiure oder Sulfo- 
salicylsiure enteiweiBten Extrakte war durch diese Befunde aber 
keineswegs geklart und veranlaBte uns daher eine Methode aus- 
zuarbeiten, mit der der SH-Gehalt der Extrakte nicht jodo- 
metrisch, sondern colorimetrisch mit der Nitroprussidreaktion (vgl. 
Teil Il, Abschn. 2) bestimmt wurde. Die mit der neuen Methode 
erhaltenen Colorimeterwerte waren durchweg kleiner als die 
Titrationswerte und da sie — nach ihrer Ableitung — die SH- 
Kérper des Extraktes spezifisch nachwiesen, muBten mit den 
Jodwerten auBer ihnen noch andere reduzierende Substanzen mit- 





1) Biochem. Z 230, 353 (1931). 
*) J. of Pharm. 24, 305 (1924). 
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erfaBt sein.’) Wir bezeichneten diese zunichst als ,,X-Substanz‘ 
und kénnen bis auf weiteres zu ihrer Charakterisierung nur an- 


' fihren, daB in den drei benutzten Fallungsmitteln wechselnde 


Mengen von ihnen léslich sind. 
Von den zwei besprochenen Methoden erfaBt die von uns 


| ausgearbeitete colorimetrische ausschlieBlich den Glutathiongehalt 


der Gewebe, wihrend die bisher zur Bestimmung des Glutathions 
benutzte jodometrische Methode nicht dieses allein, sondern die 
Gesamtheit aller bei saurer Reaktion reduzierenden Substanzen 


| des Extrakts bestimmt. Durch die Untersuchungen wurde weiter 
| festgestellt, daB sich in den Gewebsextrakten reduziertes, nicht 
| aber oxydiertes Glutathion nachweisen 1laBt. 


Im Sinne dieser beiden Punkte sprechen zwei neue Befunde 


von Hopkins?*), daB er bei der praparativen Darstellung des 
Glutathions nie mehr als 40—60°/, des titrimetrisch gefundenen 


Wertes erhalten konnte und daB oxydiertes Glutathion, das er 
einer Gewebssuspension zusetzte, innerhalb 8 Stunden reduziert 
wurde, sowie der Befund von uns, daf bei der kiirzesten Fixie- 
rungszeit, die wir bisher erreicht haben (Leber 8’, Hirn 1’, vgl. 
Tab. 13), in den Gewebsextrakten kein oxydiertes, sondern nur 
reduziertes Glutathion nachzuweisen war. 

Da die von uns untersuchten Krebsgewebe meist nicht un- 
mittelbar, sondern erst langere Zeit nach Entnahme aus dem 
Kérper fixiert werden konnten, war es fiir die Bewertung unserer 
SH-Werte wichtig, ob sie von der Fixierungszeit abhingig sind. 
Fir das Vorliegen eines Zeiteinflusses schien eine Mitteilung von 


| Waldschmidt-Leitz%) zu sprechen, nach der die SH-Form des 


Glutathions, die mit der Gewebszookinase identisch sein soll, 


| beim Liegen isolierter Gewebe auf Kosten der SS-Form zunimmt, 


d.h. also mit der Fixierungszeit ansteigt. Dies stand in Wider- 


spruch mit unseren vor 6 Jahren in dieser Zeitschrift mit- 
 geteilten Befunden‘) (vgl. Tab. 12), nach denen der Jodmehr- 


verbrauch, der mit zunehmender Fixierungszeit bei der normalen 
Leber erfolgt, nicht durch Zunahme von reduziertem Glutathion, 





1) Es erscheint méglich, daB diese Kérper auch in anderen Geweben 
als der Nebenniere mit der von Szent-Gydérgy gefundenen Hexuronsiure 
zum Teil identisch sind. [Diese Z. 175, 122, 293 (1928).] Auch von diesen 
geht, speziell beim Citronensaft, weniger in den Trichloressigsiure- als in 
den Wolframsiureextrakt iiber. 

*) Proc. roy. Soc., Serie B, 109, 64 (1931). 

%) Diese Z. 198, 260 (1931). *) Diese Z. 176, 125 (1928). 
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sondern dadurch zustandekommt, daB in dieser Zeit Cystein aus 
dem Glutathion abgespalten wird. 

Da man den Cysteineffekt auf den Jodverbrauch bei der 
Titration nach Kiihnau!) ausschaltet, konnten wir diese Methode 
benutzen, um die Waldschmidt-Leitzsche Behauptung nach. 
zupriifen, daB die Zunahme der Kathepsinaktivierung, die beim 
Liegen isolierter Gewebe erfolgen soll, durch Zunahme des SH- 
Gehalts der Gewebe bedingt ist. Diese Behauptung konnte 
durch die Titrationswerte nicht bestitigt werden. Eine Zunahme 
des Glutathiongehalts der Gewebe lieB sich auch mit der colori- 
metrischen Methode nicht feststellen. So zeigten z. B. normale 
Rattenleber und -hirn — trotz ansteigender Fixierungszeiten — 
gleichen Jodverbrauch (Tab. 13). 


Je 3,15 g Leber wurden einmal sofort nach dem Tode, ein zweites 
Mal 4 Stunden spiter in 0,3 cem H,O zerschnitten, mit Sand zerrieben und 
8’ mit 10,5 cem Glycerin extrahiert, danach etwa 25’ zentrifugiert. Von 
der ersten Portion wurden — nach insgesamt 56’ — 7 ccm klare Liésung 
abpipettiert und mit 53 ccm Trichloressigsiure fixiert. Das Filtrat  ver- 
brauchte 1,98 cem 4/,),n-Jodlésung. Der Riickstand — 6,95 cem — wurde 
ebenfalls mit 53 ccm Trichloressigsiure fixiert und ergab 1,44 ccm Jod- 
verbrauch. Die Portion I verbrauchte also insgesamt 3,42 cem Jodlésung. 
Bei der II., die 4 Stunden nach Entnahme fixiert war, wurde die Eiweib- 
fillung nach insgesamt 4° 50’ beendet. Sie wurde ebenso behandelt wie 
Portion I, wobei die 7 ccm klare Lésung, die bei ihr abpipettiert wurde, 
1,81 cem und der Riickstand 1,50 ccm Jod verbrauchte. Portion II hatte also 
einen Jodverbrauch von insgesamt 3,31 ccm bei 4stiindigem Liegen, gegen- 
tiber 3,42 cem bei sofortiger Verarbeitung. Wurde die Extraktion in saurem 
Glycerin vorgenommen, so konnte nach 2stiindigem Lagern des Organs 
keine Zunahme des Jodverbrauchs festgestellt werden (Tab. 14). 


Da eine Zunahme des Glutathiongehalts — mit unserer 
Methode — auch nicht in ilteren oder gréSeren Transplantat- 
tumoren nachzuweisen ist, kann auch die zweite Annahme von 
Waldschmidt-Leitz*), da die Steigerung der Kathepsinakti- 
vierung, die er in diesen Tumoren gefunden hatte, in Beziehung 
zu einem Anstieg ihres Glutathiongehalts stehen sollte — nicht 
aufrechterhalten werden (Tab. 15). 


a, i. 


Nachweis des oxydierten Glutathions. 


Der Nachweis des oxydierten Glutathions, der zunichst nach 
der Kiihnauschen Methode und nach der Trichloressigsiure- 





1) a. a. O. 
*) Naturw. 13, 280 (1930). 
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methode erfolgte, ergab, daB die Werte fiir die Wolframsiure- 
faillung durchweg héher waren, aber in verschiedenen Geweben, 
yon denen wir hier Bestimmungen an Leber, Niere, Milz und 


Hoden (Tab. 1) anfiihren, stark differieren. 


Die von Kihnau 


gemachte Angabe, da erst nach 60’ langer Kinwirkung des KCN 
zuverlassige Werte erhalten werden, wurde von uns in unseren 
ersten Bestimmungen befolgt, dann aber aufgegeben, weil sich 
ergab, daB die Werte, wie Tab. 2 zeigt, mit der Zeit abnahmen. 


Tabelle 1. 


Jodwerte bei verschiedenen EiweiBfillungen, entsprechend den SH- und 
§S-Bestimmungen nach Kiihnau. (Werte auf 10 g Gewebe in cem n/200- 
Jodlésung berechnet, der Wolframatextrakt nach KCN-Zugabe und 1—3’ 

Einwirkungsdauer von KCN titriert). 



















































































Leber (Ratte) Hoden (Ratte) Hirn (Ratte) 
Trichloressig- _ (er jets: 2 ee | | 
siureextrakt 21/16 | 12 | 11,4 | 9 11,1 | 13,7 | 8,4 | 10,4 
Wolframsiure- | | 
extrakt + KCN | 23 | 20,4 17 | 18 | 13,3 | 16,4 | 15,2 | 10,5 | 15,0 
aes Niere . Myom Mamma-Ca. 
(Ratte) Milz (Ratte) (Mensch) (Mensch) 
Mim, | | | ee Re ee 
siureextrakt 10| 6 |10,4] 10,9/11,98,812,9]5 |13,1) 9,2] 10,5 5,3 27,6 
Wolframsiiure- | | = | | | ie) 
extrakt + KCN | 19 |26,2/19,7] 9,3/13,9/9,6/10,5 | 5,2! 20.2) 15,7 | 12,2 |8,7/28,0 
Tabelle 2. 
EinfluB des KCN auf den Jodverbrauch mit Wolframsiiure gefiillter 
Gewebsextrakte. 
Jensen- | Menschliches Kaninchen 
Rattenleber sarkom | Oberschenkel- a 
der Ratte| sarkom 357 | Hirn Leber 
vee | | ae ] 
»9KCN| — | 11,9 | 149] 14,9 — 10,1 | 11,7 | 17,7 
+KCN;} 3° | 12,5 | 11,4 16,4 18,0 11,3 | 10,4 | 17,8 
» | ei -= — 13,4 17,3 — —_ | — 
» | 80° | 10,9 | 15,7] 10,5 — — } Sea 
60° 10,3 | 14,9 8,25 15,3 7,0; — | 12,4 
| 90° | 965}; — 7,25 
, | 120’ | 9,14 | 14,9 5,6 

















Zahlen in cem n/200-Jodlésung berechnet auf 10 g Gewebe. 


» 38° 
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Diese Abnahme erfolgt durch Zerstérung der jodbindenden Sub. 
stanz, wobei mit Wahrscheinlichkeit die bei der KCN-Wirkung 
durch Abspaltung von KOH zunehmende Alkalitét wirksam ist. 
Die Héchstwerte wurden in den ersten 3 Minuten erreicht. Der 
geringe Jodmehrverbrauch (‘T'ab.2) bei KCN-Zusatz innerhalb 3’ 
zeigt keine Reduktion von SS an, denn er tritt auch bei KCN- 
Zusatz zu einer Lésung von reduziertem Glutathion auf. 


Reduktion waBriger Cystinlésung durch KCN. 


Die Befunde, die an Gewebsextrakten erhoben waren, stimmten 
nicht mit den Kiihnauschen Angaben, die an wiBriger Glutathion- 
lésung gewonnen waren, iiberein. Die Kiihnauschen Angaben 
wurden daher von uns ebenso an waBriger Cystinlésung nach- 
gepriift und hierbei bestiitigt (Tab. 3). Sie erwiesen sich auch 
als zuverlissig, wenn man wibrige Cystinlésung (Tab. 4) zu Ge- 
websextrakten zusetzte, d. h. es wurde festgestellt, daB freies SS 
mit KCN reduziert wird. Diese Feststellung besagt umgekehrt, 
daB, falls sich mit derselben KCN-Methode in 30’—60’ keine 
Zunahme von SH erzielen lift, in der untersuchten Fliissigkeit 
kein freies SS vorhanden ist. Hierfiir spricht der folgende Befund. 
Wurde zu Extrakten aus Geweben, die in NaCl-Lésung suspendiert 


Tabelle 3. 
Reduktion wiBriger Cystinlésung durch KCN. 








Reduktionszeit 4’ 10’ | 16’ | 382’ | 64’ | 128’ 








1 cem Cystinlésung | 0,41] 0,98] 1,39] 1,58] 2,02] 1,89 cem Jodverbrauch 



































Tabelle 4. 
Einwirkung von KCN auf wiBrige Cystinlésung A, 
“ ei ie te , Leberextrakt B, 
» » 9 9) Leberextrakt + Cystinlésung C. 
Reduktions- A B C C Sollwert 
zeit berechnet = A+B 
6’ 0,36 1,33 1,72 1,69 
60’ 2,07 1,21 3,14 8,28 
oder richtiger 
3,16 cem Jodverbrauch *) 














*) Unter Beriicksichtigung, dab der Leberwert = B nach 60’ um 0,12 ccm 
sinkt, die also beim Sollwert 60’ auch abzuziehen sind. 


rr ee ee ee a oe. | 
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waren, KCN zugesetzt, so stieg der Jodverbrauch, wie ‘Tab. 5 
zeigt, nicht an. Wurde in der Gewebssuspension aber durch 
Schiitteln an der Luft das vorhandene SH willkiirlich oxydiert 
und dann der SH-Gehalt der Suspension bestimmt, so hatte 
dieser abgenommen und stieg nach Zugabe von KCN wieder an. 
Die KCN-Methode war somit geeignet, um festzustellen, ob in 
der untersuchten Fliissigkeit freies SS vorhanden war oder nicht. 

Dieser Nachweis gelang, wie wir im vorstehenden Text aus- 
gefiihrt haben, fiir keines der untersuchten Gewebe mit Ausnahme 


Tabelle 5. 


Nachweis von oxydiertem Glutathion in Leberbrei, der durch Schiitteln 
an der Luft 30’ bei etwa 35° oxydiert wurde. 




















Trichloressig- 
siureextrakt |nicht geschiittelt] 15,4 ccm Jodverbrauch n/200 auf 10g Gewebe 
desgl. geschiittelt 4,0cem e a ao BOS ns 
Wolframsiure- 3’ 60’ KCN-Einwirkung 
extrakt nicht geschiittelt} 18,7 16,4 
geschiittelt 7,37 10,6 
Desgl. 40’ bei 39—42° geschiittelt 
Wolframsiiure- 
extrakt nicht geschiittelt} 19,4 
desgl. ohne KCN | 3° | 15'] 30’ | 60’ | 120’ KCN 
desgl. geschiittelt 4,1 4,96 | 7,7] 10,2] 9,35] 9,5 
Tabelle 6. 
Blut (Aorteninsuffizienz). Jodverbrauch auf 10 ccm Blut. 
Trichloressig- 
siureextrakt 2,4 
ohne KCN 45" 3 30’ 45’ KCN 
Wolframsiiure- “4 
extrakt 3,6 4,5 4,7 5,1 5,8 

















Tabelle 7. 


Differenzen im Jodverbrauch zwischen Trichloressig-, Wolfram- und 
Sulfosalicylsiurefiillung. 











Bei KCN-Einwirkung 
PY | 58’ 

















Trichloressigsiure .. . 8,9 
Wolframsiure .... . 14,45 16,0 12,7 
Sulfosalicylsiiure .. . . 12,5 14,9 13,4 
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des Blutes. Nach Tab. 6 enthalt das Blut tatsichlich oxydiertes 
Glutathion, was Gabbe?) seinerzeit angenommen hatte. 

In Tab. 7 ist der Jodverbrauch von Gewebsextrakten ver- 
glichen, die mit Trichloressigsiure, Wolframsaure und Sulfosalicyl- 
siure mit und ohne Zusatz von KCN behandelt sind. Die er- 
haltenen Werte bestitigen erneut, daB von uns kein Anhalts- 
punkt dafiir gefunden wurde, daB in Gewebsextrakten oxydiertes 
Glutathion vorliegt. 

Um auszuschlieBen, daB die Differenz des Jodverbrauchs im 
Trichloressigséure- und Wolframsiiureextrakt durch p,,-Unter- 
schiede bedingt ist, wurde Wolframsiureextrakt auch bei dem p, 
des Trichloressigsiureextrakts titriert, wobei die urspriingliche 
Differenz im Jodverbrauch im wesentlichen bestehen blieb (Tab. 8). 
Da bis zum Titrieren der Gewebsextrakte oft einige Stunden ver- 
gingen, muBte schlieBlich festgestellt werden, ob die Jodwerte 
wahrend dieser Zeit sich veriindern. Tab. 9 zeigt, daB die Werte 
bestandig bleiben. 


Tabelle 8. 
Abhingigkeit des Jodverbrauchs des Wolframsiureextrakts vom py. 








Wolframsiureextrakt z 


Trichloressigsiure- 7 


extrakt py 3,4 























| 


Rattenleber ... . | 14,8 | 18,1 | 17,5 


Tabelle 9. 


Abhingigkeit des Jodverbrauchs vom Alter des Wolframsiureextrakts. 
Ratte, Gemisch von Leber, Niere, Hirn. 











75’ nach der Fallung | 180’ 





255’ 











II, 2. (Hierzu Tab. 10, 11.) 


Wir untersuchen mit Ammonsulfat gesittigte, wiBrige Gluta- 
thionlésungen und mit Wolframsiure gefillte Gewebsextrakte mit 
der Nitroprussidreaktion, bestimmen mit dem Stufenphotometer 
die Absorptionskurven und finden, daB beide Liésungen sehr Ahn- 
liche Absorptionskurven — mit der stirksten Absorption bei dem 
Lichtfilter S 53 — haben. Da die GréBe der Extinktionen pro- 
portional mit der Glutathionkonzentration zunimmt, l4Bt sich aus 





1) a. a. O. 
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Tabelle 10. 


Vergleich der Titrationswerte mit den colorimetrisch erhaltenen. 














Trichlor- | Wolframat- peso te rg 
aye erechnet au 
essigsdure- extrakt s m n/200-Jod- 
extrakt (ohne KCN) verbrauch 
Milz (Katze). . .... 4,5 8,0 4,5 
RG 6,0 10,7 5,7 
Leber (Hund) . ... . 11,4 15,9 11,4 
, (Kaninchen). .. . 21,5 22,8 19,2 
gg A in 11,8 11,7 3,96 (?) 
in Pie Seis 15,7 17,5 12,2 
re 13,1 13,3 9,75 
Niere (Hund) ..... 9,7 20,5 3,7(?) 
, (Kaninchen). . . . 8,4 16,8 2,8 (2) 
et a ae set 1,5 12,4 3,3 (2) 
" i 7,3 15,4 1,8 (?) 
Hirn m ey ae 8,6 9,8 2,8 
‘— va 9,8 — 3,2 
Hoden (Ratte) . . . . . 13,3 — 8,8 
Myom #08 . . » ws. 6,7 8,5 — 
‘a. Zilles 8,8 11,6 4,6 
— ae 8,3 10,6 2,5 
— eee 5,0 5,8 2,4 
Fibrosarkom d. Ovar. 442 . 13,3 13,1 4,3 
Uterus-Ca. 486. .... 4,4 10,7 -— 











der GréBe der Extinktionskoeffizienten die Glutathionkonzentration 
der Gewebsextrakte bestimmen. Hierfiir stellt man eine Eich- 
kurve fiir Glutathion in wiBriger, gesittigter Ammonsulfatlésung 
(in einer 1 cm langen Kiivette) auf, die in 4,4 com Gesamtvolumen 
zwischen 0,060 und 0,250 mg Glutathion enthilt. Als Ordinate 
wird die Glutathionkonzentration und als Abszisse der Extinktions- 


koeffizient gnommen. Da die Extinktionskoeffizienten mit steigen- 


der Temperatur kleiner werden, muB bei einer bestimmten 
Temperatur abgelesen werden. So ergaben sich z. B. bei einem 
Gehalt von 0,06 mg Glutathion in 4,4 ccm Lésung, die Extinktions- 
koeffizienten: bei 6—7° = 0,460, bei 20° = 0,352, bei 29—30° 
— 0,294, 

Zur colorimetrischen Glutathionbestimmung wurden die 
Wolframsaureextrakte der Gewebe benutzt und zwar wurde — 
wegen der vielfach nur geringen SH-Konzentration — bei der 
KiweiBfaillung pro 1 g Gewebe mit H,O nicht auf 40, sondern 
nur auf 20 ccm verdiinnt. 4—7 ccm Wolframatextrakt wurden 
mit Ammonsulfat gesittigt, bei Flockung (hiufig bei Leber) wurde 
filtriert, hiervon 1—4 ccm abpipettiert und mit gesiittigtem 
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Ammonsulfat auf 4 ccm aufgefillt, mit 0,2 com 1m-KCN up. 
geschiittelt und danach mit 0,2 ccm 0,5°/,iger Nitroprussid. 
natriumlésung versetzt. Die umgeschiittelte Lésung wird in eine 
Kiivette von 1 cm Schichtdicke gefiillt und bei Filter S 53 colori- 
metriert. Die gréBte Farbtiefe tritt momentan ein, wenn kein SS 
vorhanden ist und, da sie in wenigen Minuten abblaBt, muf 
innerhalb 2 Minuten abgelesen werden (bei 20°). Die Lésungen 
miissen frei von Cystein sein, weil die entsprechenden Extinktions- 
koeffizienten fiir Cystein wesentlich kleiner sind und weil daher 
gréBere Cysteinkonzentrationen zu kleine Glutathionkonzentrationen 
vortiuschen wiirden. Nach den Untersuchungen von Bierich 
und Kalle enthalten die Gewebe — mit Ausnahme der Niere — 
kein freies Cystein. Die Nierenwerte sind daher nur bedingt 
brauchbar. 

Die Tab. 10 zeigt, daB die colorimetrischen SH-Werte bei 
Leber und Milz mit den Jodwerten in Trichloressigsiurefiltraten 
bisweilen zusammenfallen oder nahe beieinander sind, bei anderen 
a normalen Organen und auch bei den Tumoren aber weit aus- 
a | einandergehen. 

4 Tabelle 11. 

zi Gehalt normaler Gewebe an Glutathion und an ,,X-Substanz“ in ver- 
brauchter ccm n/200-Jodlésung auf 10,0 g Gewebe. 

SH + X = Jodverbrauch des Wolframsiureextrakts. 


As igi: pie Te SRS FN 
Pi aegis 5 cag a alae ca. eo 









































PS SH = Umgerechnete Colorimeterwerte. 
: X = Differenz aus (SH + X) — SH. 
A. Niere. Rattenleber. 
ee SH+X| SH | X SH+X]| SH | X 
if. ——_—_ 
} Hund....]| 20,5 | 38,7? | 16,8? ni. me 13,5 | 12,1 1,4 
i Ratte....] 26,9 | 3,6? | 23,3? 24, X. 17,3 [11,8 | 5,5 
: 15,9 | 4,0? | 11,9? 23, X 7,5 | 5,85 | 1,65 
|| 17,9 | 4,3? | 13,6? 18, X. 14,7 | 11, 3,7 
a Kaninchen .]| 16,8 | 2,8? | 14,0? 16,8 |12,8 | 4,0 
12,4 | 3,3?] 9,1? 3. X. 14,85 | 9,78 | 5,07 
15,4 | 1,8? | 13,2? 25. XI. 13,2 |11,9 | 1,3 
P 17, Xi. 18,4 | 7,6 | 10,8 
f B. Leber 15. XI. 14,6 | 83 | 6,3 
4 Katze....| 11,75] 7,35] 4,4 14. XI. | 20,7 | 9,4 | 11,3 
Hund....] 16,0 [11,4 | 4,6 12, XI. 15,1 |10,2 | 3,9 
; Kaninchen .] 22,1 |19,2 | 2,9 11. XI. 11,3 | 6,3 | 5,0 
} 17,5 |12,2 | 5,3 10. XI. 7,8 | 4,4 | 3,4 
11,7 3,969] 7,74 8. XI? | 12,7 3,9 8,8 




















fe 19,8 |12,4 | 6,9 
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m- § Tabelle 11 (Fortsetzung). 
sid. — C. Rattenhirn. D. Rattenmilz. 
ori. - SH+X] SH SH+X| SH | X 
ss fi = — 0m 
8 9, XI. 11,2 | 2,9 9, 11,0 | 48 | 62 
; x 10. XI. 12,1 | 2,4 11. 11,3 | 4,8 | 6,5 
on Ss it, XL «11,9 | 3,15 D. 110 | 66 | 44 
- 2 93, XL | 11,1 | 2,75 ‘ 89 | 41 | 4,8 
her 2. XII. 10,2 | 2,6 12. 10,2 | 4,8 5,9 
1en 7. XII. 9,4 | 2.8 15. 14,2 | 4,7 | 9,5 
ch § 9, XIL | 10,6 | 2,4 
— a 12. XII. 10,8 3,2 Katzenmilz 
agt 15. XII. 11,7 2,98 25, 8,0 | 4.5 3.5 
3. I. 9,3 | 2,5 : 
Dei Hundemilz 
as Kaninchenhirn , 
; L. 10, 5,7 | 0,3 
en is a a | i 13. 10,1 | 5,45] 4,65 
18- sales yt 14. XI | 118 | 5,3 | 65 
E. Rattenmuskel. G. Uterus Myome (Mensch). 
SH +X SH SH + X SH xX 
: or a to. 431 11,3 4,6 6,7 
sot: , , 433 0 0 
|. #F. Verschiedene Organe (Hund) 434 10,6 8,3 2,3 
— § Herz (Hund) 435 5,8 2,4 3,4 
- 437 0 0 
S 12.X] 41 | 3,7 | yr a Mi al 
= @ Lunge (Hund) 449 56 | 34 | 2,2 
e 17.XILJ 5,2 | 31 | 453 1,8 4.6 2.7 
Nebenniere (Hund) £50 0 . : 
5 ( 13.XIL) 31,2 6,7 - Le - = 
| 14. XID] 82,2—34] 3,57? [28,6—30,4 432 6,7 8,1 8,6 
Schilddriise (Hund) 460 "6 3.3 53 
. em 14X00] 7,95 | 2,72 | 463 D 5,7 2,8 
H. Tierische Transplantattumoren und menschliche bésartige 
Geschwiilste. 
S SH xX 
. rr ~ we en nemo = me nena nen 
Rattensarkom 1349 . 2,8 10,2 
Ratten-Ca....... 2,9 2 
Ovar.-Fibrosarkom 442... 4,3 8 
Hypernephrom eee 5,1 8 
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Tabelle 11 (Fortsetzung). 





























— - —— Se 

SH + X SH xX ; 

Magencarcinom Se 11,8 2,1 9,7 ) 
Mammacarcinom 439 ....... 7,9 3,3 4,6 

desgl. ee go 4,0 (< 1,8) (> 2,2) 
ee re 12,0 3,6 8,4 
ae ee eee 12,5 4,7 7,8 
Ca.-Metastasen, Rezidiv: Magen-Ca. 445 13,1 6,4 6,7 
Magen-Ca, Driisen-Metastasen 462 . . 9,0 4,7 4,3 
Ovarialeystom 451 ......2.2.. 9,9 2,0 7,9 

mu, &. 
Sh 


Tabelle 12. 


Schweineleber. Zunahme des SH beim Liegen bei 20°. 























Zeit der _‘| Bierich u. Kalle*)| W@!dschmidt-Leitz 
Fixi GSH Aktivitiét (Zunahme : 
ws _ der Zookinase) . 

0’ ie ae 61,6 : 

30’ 275 — 

120’ 322 164 
240’ — 266 
300’ 344 a 








*) Diese Z. 175, 125 (1928). Die hier angefiihrten Glutathionwerte von 
Waldschmidt-Leitz, sowie von Bierich und Kalle wurden auf 
Milligramm Glutathion umgerechnet. 


Tabelle 13. 











SH in cem n/200- 
Fixierungszeit Jodlésung 
auf 10g Gewebe 






































- sp UGE AP AMOI 


Rattenleber (Trichlor- 8’ 15” 13,2 
essigsdiurefillung) 25 5’ 13,5 
xs Ohne Einwirkung von | Colorimetr. SH, 
Fixierungs- | roy. |- | ber. in ccm 
zeit : KCN | KCN n/200-Jod- 
Zusatz 3’ _ 85 lésung 
| ““ 
Rattenhirn etwa 1’ 8,8 70 | 382 2,8 
(Wolframat- ” me 
fillung) 2 9,3 8,1 3,0 2,5 
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— : Seh' weineleber. Werte von| Rattenleber. Unsere Werte. (Glycerin- 
: Waldschmidt-Leitz ') extraktion nach W.-L. von je 3,15 g Gewebe) 
= Aktivitat, entspr. | | 
. Auf bewah- Zo rd ain Auf bewah- | Fixierungszeit | ecm n /200- 
|  rungszeit (SH-Gehalt) rungszeit | | Jodlésung 
; oo = See 

| 0 | 0,24 0 | 55’ | 3,42 

gh 0,64 it | 
4 1,04 4" 5” 50’ 8,31 
gh 1,12 am 





Tabelle 15. 


Jensensarkom der Ratte. 
SH-Gehalt (bei Trichloressigsiurefillung), Alter und Gewicht der Tumoren. 











SH in cem n/200- 








Protokoll-Nr. Jodlésung Alter des Tumors Gewicht 
Trichloressigsiure Tage g 
auf 10 g Gewebe 

1128 12,6 28 28 
1096 12,7 19 7,5 
1124 13,0 27 etwa 2 
1107 13,3 31 21 
1119 14,1 30 16,4 
: 1133/37 14,5 29 1,1 1,05 
— 1178 15,0 40 83,0 
aut © 1175 15,0 53 3,8 
1172 15,9 25 30,5 
1182 16,4 37 49 








1) Diese Z. 198, 260 (1931). 
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Methylnornarkotin und Vitamin C. 


Von 


Johannes Reschke. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Januar 1933.) 


Die frihere Angabe von O. und A.Rygh"), daB bei der Ent. 
methylierung von Narkotin nach der Methode von Matthiessen, 
Foster und Wright?) ein Reaktionsgemisch erhalten wiirde, 
welches dank seines Gehaltes an Methylnornarkotinhydrochlorid 
antiskorbutische Wirkungen im Meerschweinchenversuch zu ent- 
falten verméchte, wurde bei verschiedenen Nachpriifungen von 
Smith und Zilva*’), Dalmer und Moll‘, Tillmans und 
Hirsch), Briiggemann’) nicht bestatigt. In einer neuen Arbeit 
haben aber O. und A. Rygh’) ihre Angaben aufrechterhalten und 
eine neue Entmethylierungsmethode angegeben, nach der mit Sicher- 
heit Methylnornarkotin erhalten werden kénne. Diese Methode, welche 
mit der ausdriicklichen Bemerkung bekannt gegeben wurde, da 
sie eine Nachpriifung durch andere erméglichen solle, unter: 
scheidet sich im wesentlichen von der urspriinglichen Vorschrift 
der englischen Forscher dadurch, daB die Entmethylierung bei 
60° wihrend 40 Stunden erfolgt. 

Wir haben uns nunmehr dieser Methode bedient, wobei wi 
die Erhitzung nicht auf dem Wasserbad, sondern in einem Brut- 
ofen vornahmen, der auf 60° eingestellt war. Insgesamt wurden 
2 Versuche ausgefiihrt. Im ersten wurden 25 g Narkotin unter 





1) O.u. A. Rygh u. P. Laland, Diese Z. 204, 105 (1932). — O. Rygh, 
Zschr. Vitaminforschung I, 134 (1932); Zschr. angew. Chemie Jg. 45, 301 
(1932). 

*) Proc. Royal Soc. 11, 55; 12, 501; 16, 39; 17, 34 (1860—1870); 
Liebigs Ann. Suppl. 7, 63 (1870). 

*) Chem. a. Industr. 651, 8, 166 (1932). 

‘) Diese Z. 209, 211 (1932). 

5) Biochem. Z. 250, 312 (1932). 

®) Diese Z. 211, 231 (1932). 

") Diese Z. 211, 275 (1932). 
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' den nach der Ryghschen Vorschrift notwendigen Zusitzen 40 Stunden 
' mit 400 ccm konzentrierter Salzsiiure (d 1,19) in einem Rund- 
' kolben mit Steigrohr erhitzt. Dann wurde mit Wasser auf 1 Liter 
q aufgefiillt und der Kolben langsam erkalten lassen. Es schied 
' sich ein braun-violetter harzihnlicher Niederschlag ab, der sich 
durch Stehenlassen im Eisschrank noch vermehrte. Neben dem 
nichtkrystallinischen Niederschlag wurde auch die Abscheidung 
'einiger Krystalle beobachtet. Nach dem Abnutschen und vor- 
' schriftsmaiBigen Auswaschen des Rohproduktes wurde dasselbe 
' getrocknet und eine Ausbeute von 10,55 g festgestellt. 
: Der zweite Versuch wurde mit 10 g Narkotin unter Beriick- 
| sichtigung der verainderten Mengenverhiltnisse der Reagentien 
{nt- # so durchgefiihrt, daB nach Beendigung der Erhitzung der Kolben 
sen, {| auf Zimmertemperatur abgekiihlt und der Inhalt dann mit Wasser 
rde 
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‘beit 4%) & & aol 
und & Priiparat 1 
her- 2035 9 50 304 316 186 24 Skorbut 
"es 2036 9 50 | 310 | 880 | 207 21 . 
2037 2 50 349 849 | 287 12 keine Sektion 
dab 2038 | 50 | 319 | 376 | 222 | 21 Skorbut 
ter- Me 2039 ) 100 | 3811 872 | 198 27 " 
rift Me 2040 9 100 308 | 334 | 182 25 
2041 3 100 | 299 875 | 209 25 
bei MH 2042 dt 100 | 290 | 330 | 193 20 
2048 2 | 1000 | 355 | 368 195 28*) 
i 2044 9 | 1000 | 261 | 3829 188 24 
Wl He = 2045 9 | 1000 | 281 | 312 180 24 
rut- 2046 & | 1000 | 315 | 870 222 28*) 
‘den & Priparat 2 
nter 2058 9 50 | 249 318 194 23 Skorbut 
2054 9 50 | 246 310 175 22 ss 
gh, 2055 dt 50 | 220 | 282 | 205 10 - 
307 Me 2056 ) 50 | 240 | 240 186 16*) we 
2057 9 100 | 240 | 272 | 175 17 fs 
a 2058 9 100 233 235 224 9 kein Skorbut 
510); 2059 | # | 100 | 240 | 270 | 178 | 22 Jleichter __,, 
2060 9 100 | 240 | 280 | 194 22 Skorbut 
2061 os | 1000 | 252 | 252 192 9*) 
2062 és | 1000 | 228 | 223 | 162 16*) ‘ 
20638 9 | 1000 | 257 | 288 | 162 20 iN 
2064 gs | 1000 | 248 | 248 172 18") ns 




















*) zeigt an, daB das Tier in moribundem Zustande getétet worden ist. 
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verdiinnt wurde. Der schmutzig-violette nichtkrystallinische Nieder. 
schlag wurde vorschriftsmibig gewaschen und getrocknet und 
wog 2,7 g. 

Zur biologischen Priifung beider Rohprodukte wurden waBrige 
Lésungen mit sauerstofffreiem Wasser unter Stickstoff hergestellt 
und unter Stickstoff zur jeweiligen Verwendung im LEisschrank 
aufbewahrt. Von jedem Priparat wurden 2 Lésungen hergestellt, 
von denen die eine 100 y, die andere 1000 y des Rohproduktes 
in 1 com Wasser gelést enthielt. Die zur Priifung verwendeten 
Meerschweinchen befanden sich im Anfangsgewicht von 220 bis 
320 g und wurden in Einzelkifigen bei der in unserem Institut 
iiblichen vitamin-C-freien Diit, die der des Lister-Institutes fast 
genau entspricht, gehalten. Je 4 Tiere erhielten taglich durch 
Spritze eingegeben 50 y, 100 y und 1000 y der beiden Rohprodukte. 
Der Verlauf der Meerschweinchenversuche ist in der vorstehen- 
den Tabelle zusammengestellt. 

Wie die Versuchsdauer ergibt, gingen die Tiere durchweg 
ziemlich schnell zugrunde. 1 Tier, Nr. 2058, welches nach der 
sehr kurzen Versuchsdauer von 9 Tagen starb, zeigte keinen 
Skorbut. Bei Tier Nr. 2037, welches nach 12 Tagen starb, unter- 
blieb die Sektion. Die iibrigen Tiere zeigten durchweg deutlichen 
Skorbut, insbesondere Blutungen an den Kniegelenken, den 
Rippenknorpelsymphysen und auch z. T. Rosenkranzbildung. 

Es ist danach auch mit der neuen Methode von Rygh nicht 
gelungen, ein Praparat zu erzielen, welches Meerschweinchen 
selbst nur tiber 3 Wochen skorbutfrei halten konnte. 
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Beitrige zur enzymatischen Histochemie. 
Von 


K. Linderstrgm-Lang und Heinz Holter. 


(Carlsberg-Laboratorium, Kopenhagen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Januar 1933.) 


IV.*) Der Peptidasegehalt einiger mariner Invertebraten. 
Von 
K. Linderstrgm-Lang. 
(Rockefeller Research Fellow.) 
(William G. Kerckhoff Laboratories of the Biological Sciences, Pasadena.) 





In den beiden ersten Abhandlungen dieser Reihe (1,2) haben 


_ H. Holter und der Verf. eine Mikromethode zur Bestimmung der 
| Peptidaseaktivitat kleiner Partien von organischem Material be- 
| schrieben, und in erster Anwendung der Methode die Peptidase- 
_ verteilung in Keimblatt und Primordialwurzeln keimender Gerste 
_ untersucht. Wiahrend eines Aufenthaltes in der Biologischen 
| Abteilung des California Institute of Technology hat der Verf. 
| Gelegenheit gehabt, die Methode bei der Bearbeitung eines Mate- 


riales zu verwenden, das zu derartigen Untersuchungen besonders 


' geeignet ist, naimlich die Hier von zwei wirbellosen Seetieren, 
_ Urechis caupo [Fisher und Mac Ginitie(3)]; und Dendraster 
' excentricus, dem kalifornischen Sand-Dollar. Die Versuche sind 
_ infolge gewisser methodischer Schwierigkeiten begrenzten Umfanges 
| geblieben, haben aber gleichwohl einige interessante Tatsachen 
ergeben, welche eine kurze Verdéffentlichung rechtfertigen. Der 
_ Verf. méchte Dr. T. H. Morgan, dem Leiter der Biologischen 
_ Abteilung, bestens danken fiir die Arbeitsgelegenheit und die 
' von ihm erteilten Ratschlige; ebenso Dr.A.Tyler fir seine Hilfe 
_ bei der Beschaffung des Materiales und seine wertvolle Kritik, 
| und Dr.H.Borsook fir sein freundliches und lebhaftes Interesse 


an dieser Untersuchung. 


*) III. Abhandlung, Diese Z. 214, 223 (1933). 
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Allgemeiner Teil. 


In den erwihnten Abhandlungen haben H. Holter und de; 
Verf. einige der Hauptschwierigkeiten besprochen, denen man 
beim Studium intracellulirer Enzyme begegnet. ine wichtige 
Frage soll hier jedoch noch besonders behandelt werden. — 
Wenn es auch bei dem in (2) angewendeten Verfahren — Uber. 
fiihrung von Gewebe ohne vorhergehende mechanische Behand- 
lung oder Autolyse — von vornherein wahrscheinlich schien, daf 
die Enzyme ihre Wirksamkeit unter Bedingungen entfalten wiirden, 
welche den in der normalen Zelle herrschenden niherkommen, als 
es bei Extrakten aus mechanisch oder autolytisch zerstérten Zellen 
der Fall ist, so darf doch nicht iibersehen werden, daB wir keinen 
Beweis fiir diese Annahme erbracht haben. Es muB zugegeben 
werden, daB die hier experimentell hervorgerufene Peptidhydrolyse 
nicht dem gewéhnlichen physiologischen ProzeB entspricht. Das 
normale Eintreten eines Prozesses, in dem Peptidmolekiile aus 
dem umgebenden Medium aufgenommen und Aminosiuren an 
dieses abgegeben werden, ist unwahrscheinlich im Entwicklungs- 
gange eines befruchteten Kies, der sich normal in einem niahrstof- 
freien Medium abspielt. Dementsprechend ist der Verf. nicht 
imstande gewesen, eine enzymatische Hydrolyse des Peptides 
Alanylglycin nachzuweisen, wenn befruchtete oder unbefruchtete 
Hier von Urechis in Meerwasser suspendiert wurden, welches 
Alanylglycin in Konzentrationen enthielt, die die normale Ent- 
wicklung der Kier nicht beeinfluBten. Erst der Zusatz von 
destilliertem Wasser oder Glycerin brachte die enzymatische 
Aktivitét in Gang, wobei jedoch die Kier unvermeidlicherweise 
ihr normales Verhalten aufgaben oder getétet wurden. Wir kénnen 
daher tiber diese enzymatische Aktivitit nur aussagen, daB sie 
wihrend der erwihnten Behandlung aus einer im Ei priformierten 
Quelle entsteht, nicht aber, ob sie schon im normalen Ki vor- 
handen ist, oder nicht. Wir kénnen vermuten, daB sich das 
Enzym zwar in der Zelle befindet, daB aber die das Hi um- 
gebende Membran die Diffusion des Substrates in die Zelle, und 
damit dessen Wechselwirkung mit dem Enzym verhindert; dieses 
Hindernis wird durch Verdiinnen des Meerwassers mit destil- 
liertem Wasser oder Glycerin entfernt. Oder wir kénnen vel- 
muten, daB irgendeine chemische Veranderung in dem sterbenden 
Ki — z. B. Zerstérung des Systems der oxydierenden Enzyme — 
Substanzen entstehen la8t, welche das Enzym aktivieren. Die 
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gweite Vermutung liegt sehr nahe, da die Peptidasen des sich 
entwickelnden Kies héchst wahrscheinlich auch an der Synthese 
yon dessen Proteinen teilnehmen miissen, eine Seite der enzy- 
matischen Tatigkeit, die sich unserer Beobachtung vollstindig 
entzieht. Wir haben Grund anzunehmen, daB das Oxydations- 
system der Zelle diese mit der fiir die Synthesen nétigen Energie 
versieht; die Zerstérung dieses Systems, die mit dem Tod der Zelle 
erfolgt, mag daher recht wohl die enzymatische Aktivitit sowohl 
in ihrer GréBe, wie in ihrer Richtung verindern. 

Trotz dieser Schwierigkeiten ist das Studium der enzy- 
matischen Aktivitit nach den in (1) und (2) gegebenen Grund- 
siitzen keineswegs ohne Interesse. LiBt man die zweite der oben 
genannten Vermutungen gelten, so kann die meBbare Aktivitit 
getiteter Zellen — vorausgesetzt, daB sie unter gleichen iuBeren 
Bedingungen reproduzierbar ist — als ein MaB fiir das in den 
Zellen vorhandene Enzym betrachtet werden, oder aber, wenn 
die Aktivierung nicht maximal ist, als ein Ma8 fiir den Aktivator- 
gehalt der Zellen. Die Phinomene, deren Studium hier begonnen 
worden ist: die individuellen Variationen der enzymatischen Akti- 
vitét einzelner Kier von ein und demselben und von verschiedenen 
Tieren, die Veriinderungen dieser Aktivitiit bei der Befruchtung 
und wihrend der Entwicklung, und besonders die Bestimmung 
der Aktivitit verschiedener Teile eines Kies, sind zweifellos von 
groBer Wichtigkeit. Kee 

Die Lésung dieser Probleme erfordert eine Mikromethodik. 
Kine Schwierigkeit fallt bei dem hier verarbeiteten Material fort, 
da die Kier natiirlich umgrenzte Hinheiten darstellen, nimlich 
die Schwierigkeit der Probenahme [vgl. (2)]. Weiterhin wurde die 
vorliegende Untersuchung durch den Umstand erleichtert, daB 
der Peptidasengehalt der Kier von derselben GréBenordnung war, 
wie der der aktivsten unserer Wurzelschnitte (2). 

Kinige charakteristische Ausziige aus dem experimentellen 
Material werden im zweiten Teil der vorliegenden Abhandlung 
gebracht werden; nur die Hauptresultate seien schon hier an- 
gefiihrt. Die Eier von Urechis haben einen Durchmesser von 
etwa 0,1 mm, und sind von einer sehr dichten Membran umgeben, 
welche allen Versuchen, sie in zwei Halften zu schneiden, wider- 
steht. Die Kier des Sand-Dollars sind etwa ebenso groB, haben 
jedoch eine diinne Membran von unebener Oberfliche, und einen 
Zellkern, welcher im allgemeinen exzentrisch gelegen und bei 
Starker VergréBerung leicht zu sehen ist. Das ganze Ki ist von 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXV. 12 
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einer etwa 0,1 mm dicken Geleeschicht umgeben, welche einige 
Pigmentkérner enthalt. Die Eier des Sand-Dollars kénnen mit 
Hilfe einer diinnen Glasnadel zerschnitten werden. 


1. Die einzelnen unbefruchteten Kier eines Exemplares von 
Urechis zeigen eine bemerkenswert konstante Peptidasenaktivitit, 
gemessen durch die Hydrolysengeschwindigkeit von Alanylglycin 
bei 40° in einem Medium, das 15°/, Glycerin, 5°/, Meerwasser 
und 0,1 Mol Alanylglycin im Liter enthalt; p,= 7,5. (Tab. 2), 
Die Eier verschiedener Tiere zeigen betrichtliche Aktivitiits- 
unterschiede. 





2. Meerwasser hat in geringeren Konzentrationen aktivierenden, 
in gréBeren Konzentrationen hindernden Einflu8 auf das Enzym 
(Tab. 1). 

3. Nach der Befruchtung zeigen die Urechiseier eine Akti- 
vitiitsabnahme von verschiedener GréBe, nach welcher eine 
Zunahme erfolgt, die etwa in der dritten bis sechsten Stunde 
nach der Befruchtung beginnt. Nach einer lingeren Entwick- 
lungsperiode (20—30 Stunden) fallt die Aktivitat wieder ab, wahr- 
scheinlich infolge Erlahmens des Wachstums auf Grund von 
Nahrungsmangel. Die Embryonen sind jedoch gut entwickelt und 
beweglich (Tab. 4). 

4, Kinzelne unbefruchtete Eier des Sand-Dollars zeigen eben- 
falls Konstanz der Peptidasenaktivitiit, wenn sie vom selben Tier, 
und Aktivitatsunterschiede, wenn sie von verschiedenen Tieren 
stammen, ganz so wie es bei Urechis der Fall ist. Meerwasser 
hat denselben aktivierenden Effekt (Tab. 5 und 6). 


5. Das die Hier des Sand-Dollars umgebende Gelee enthiit 
kein Enzym, und hat auch keinen Einflu8 auf die Aktivitaét der 
Kier selbst (Tab. 8). 


6. Wenn einzelne unbefruchtete Eier des Sand-Dollars in 
zwei gleich groBe Teile geteilt werden, deren einer den Zellkern 
enthalt, so ist die Summe der Aktivitiiten der beiden Teile gleich 
der Aktivitat des ganzen Eies. Der Teil, der den Kern enthiilt, 
scheint eine etwas gréBere Aktivitit zu zeigen. Dies ist jedoch 
auf Grund der begrenzten Genauigkeit der Methodik nicht giinz- 
lich sichergestellt (Tab. 9). 


7. Die Aktivitaét der obengenannten Kier entspricht einer 
Hydrolyse von 0,6-10—' bis 1,3-10-%mg Alanylglycin per Stunde. 
Da das Gewicht der Hier in nassem Zustand zu 0,5-10~-% mg, in 
trockenem zu 0,05-10—* mg veranschlagt werden kann, muB die 
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Aktivitat als groB bezeichnet werden. Die Eier des Sand-Dollars 


sind etwa doppelt so aktiv wie die von Urechis. 

8. Das Sperma zeigt keine nachweisbare enzymatische Akti- 
vitit, selbst in Konzentrationen, die die bei den Befruchtungs- 
experimenten angewendeten weit iibertreffen. 


Exemplar A. Versuchszeit 18 Stunden bei 40°. 


Experimenteller Teil. 


Da die Versuchstechnik schon friher (1, 2) ausfiihrlich beschrie- 
ben worden ist, mégen hier einige wenige Bemerkungen iiber das 
eingehaltene Verfahren geniigen. Die Kier usw. wurden aus einer 
Meerwassersuspension in einen Tropfen von Glycerin und Wasser 


Tabelle 1. 


EinfluB des Mediums auf die Aktivitit von vier unbefruchteten Urechiseiern. 
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Zusammensetzung 
des Mediums (7 cmm) 
vor Zusatz der 
Substratlésung 


Beobachtete 








10°/, Meerwasser 
Kein Glycerin 
po~ 8 


10°/, Meerwasser 
30°/, Glycerin 
Pu~ 8 


Kein Meerwasser 
30°/, Glycerin 
pa~ 8 
Kein Meerwasser 
30°/, Glycerin 
po~ 5 














Kein Meerwasser 
30°/, Glycerin 
pu~ 8 
10°/, Meerwasser 
30°/, Glycerin 
Pu~ 8 
20°/, Meerwasser 
30°/, Glycerin 
pu~ 8 
50°/, Meerwasser 
30°/, Glycerin 
po~ 8 














Zeit der Reaktion GréBte 
zwischen Eiern und oD —_ 
stratzusatz; in Min.| ©™m n/20-HCl weichung 
5 4,06 
30 4,24 
60 4,55 
120 8,92 
5 4,68 
30 4,98 
60 4,92 
120 5,06 
60 4,05 3,61 awe » RO 
3.53 3°85 3, 16 0,52 
60 1,86 1,96 ‘ ‘ 
368 2,48 | 749 er 
60 main 583 | 372 0,18 
‘ ? — 
60 4,93 4,91 ‘ 
439 501 4,94 0,12 
60 4,71 4,47 - ; 
at eT OT 
60 3,94 3,88 
388 3°88 8,90 0,06 
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Tabelle 2. 


Reproduzierbarkeit der Aktivitiitswerte in unbefruchteten Urechiseiern. Ver. 

suchszeit 18 Stunden bei 40°. Zusammensetzung des Mediums vor Substrat- 

zusatz: 10°/, Meerwasser, 30°/, Glycerin. Reaktionszeit zwischen Medium 
und Eiern vor Substratzusatz: 60 Minuten. 














Exemplar = cl ° Son oH Mittel Bemerkungen 
A 1 1,32 1,20 
1,16 1,27 1,26 1. Tag 
1.30 1,32 
A 4 5,01 4,97 
5,05 5,08 
4,89 4,93 4,98 1. Tag 
4,91 5,05 
5,01 
5,05 5,07 
“814.97 4,99 3. Tag 
4,88 4,96 4,92 3 Tage spiiter 
B 4 3,82 3,88 
386 3,84 3,85 
C 4 5,32 5,22 : 
5,18 5,28 nasil 














(mit oder ohne Meerwasser, vgl. Tab. 1) tiberfiihrt. Die GriBe 
dieses Tropfens war 7 cmm. Nach einer passenden Zeit wurden 
7 cmm Substratlésung (0,2 Mol Alanylglycin, 0,0346 Mol NaOH, 
Pa: = 7,5) zugefiigt. Die Fliissigkeiten wurden gut gemischt 
und die Reaktion bei 40° durchgefiihrt; nach der gewiinschten 
Versuchszeit wurde die Hydrolyse durch Zusatz von _ etwa 
20 cmm n/20-Salzséure in Aceton beendigt und die Probe, wie 
friiher beschrieben, mit n/20-HCl titriert. Die Differenz zwischen 
den so erhaltenen Titrationswerten und den Titrationswerten 
derselben Mischung vor der Reaktion, ausgedriickt in cmm n/20-HCI, 
ist ein MaB fiir die Menge der bei der enzymatischen Reaktion 
freigesetzten Aminogruppen, und zugleich, bei gleichen Reaktions- 
zeiten, der enzymatischen Aktivitit. Die Salzsiuremenge, die 
von den Kiern selbst zur Neutralisierung ihres Gehaltes an Pro- 
teinen usw. verbraucht wird, kann vernachlissigt werden. In 
Kontrollversuchen wurde festgestellt, daB Meerwasser allein nicht 
spaltet. 

Die Uberfiihrung der Eier geschah mit Hilfe einer kleinen 
Capillarpipette, deren Unterdruck so reguliert war, daB 1—4 Kier 
mit dem geringsten méglichen Meerwasservolumen aufgesaugt 
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Tabelle 3. 
Beziehung zwischen Reaktionszeit und Hydrolysegrad bei unbefruchteten und 
befruchteten Urechiseiern. Zusammensetzung des Mediums vor Substratzusatz: 
10°/, Meerwasser, 30°/, Glycerin. Reaktionszeit zwischen Eiern und Medium 
vor Substratzusatz: 60 Minuten. Anzahl der Eier 4. 


























Versuchs-| Beobachtete Aktivitiit 
Exemplar zeit in Aktivitit Mittel | eines Eies 
Stunden jemm n/20-HCl per Stunde 
A, unbefruchtet 8 2,96 2,88 2.94 0.092 
2,98 - ‘iia 
18 4,93 4,91 ‘ - 
489 5,01 ats — 
B, unbefruchtet 1,5 0,52 0,56 0,54 0,090 
4,0 1,37 1,31 1,34 0,084 
7,6 2,38 2,38 2,38 0,078 
18 3,82 3,88 een . 
386 3,84 3,85 0,054 
42 6,09 6,05 6,07 0,036 
C, unbefruchtet 8 —_ 3,26 3.97 0,102 
3,20 3,28 
18 5,82 5,22 ak - 
5,18 5,28 2,20 0,005 
D, unbefruchtet 2 0,76 0,68 0,72 0,090 
4 1,20 1,22 1,21 0,076 
D, befruchtet; 10 Min. nach 2 0,60 0,60 0,60 0,075 
der Befruchtung in den 4 1,08 1,10 1,09 0,068 
Glycerintropfen tibertragen 


werden konnten. Die Hier des Sand-Dollars wurden mit einer 
etwa 0,01 mm dicken Glasnadel zerschnitten, welche in einen 
Mikromanipulator eingespannt war und in drei Richtungen be- 
wegt werden konnte. Wéahrend des Schneidens wurde sie in 
zwei Richtungen verschoben, eine vertikal zum Boden des Ge- 
faBes, das die Kier enthielt, und eine parallel dazu und zur Achse 
der Nadel, so daB die Eier wihrend des Schneidens dem GefiB- 
boden entlang rollten und die beiden Halften nahezu kugelférmig 
erhalten wurden. Ihre Form war gleichwohl nicht regelmibig 
genug, um eine genaue Gréfenmessung zuzulassen, so daB nur 
GréBenunterschiede der beiden Hilften, die mit dem Auge fest- 
gestellt werden konnten, auf Tab. 9 mit + oder — bezeichnet 
worden sind. Die Genauigkeit dieser Schitzung ist auf etwa 
30°/, zu veranschlagen. Das Gelee der Kier des Sand-Dollars 
war leicht von den Kiern zu entfernen, und auch das Aufsaugen 
des Gelees und des Kies mit der Pipette war nach der Trennung 
leicht durchzufiihren. 
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Tabelle 4. 


Variation der Enzymaktivitit von Urechiseiern 
bei der Befruchtung und wihrend der Entwicklung. Anzahl der Kier 4; 


Versuchsbedingungen wie in Tab. 3. 

















Exemplar | Beobachtete 
und Ver- chtung u. Uber- ee , 
suchszeit |fihrung des Eies Aktivitit Mittel Bemerkungen 
in Stunden in Stunden | ¢mm n/20-HCl 
C vor der 3,32 
8 Stunden | Befruchtung 3,26 3.97 
3,20 , 
3,28 
0,1 2,20 
0,18 2,56 
0,23 2,72 2,538 
0,25 2,40 
0,32 2,76 
2,9 2,87 
2,9 3,21 ' 4. Teilung 
3.0 3,23 _— des Eies 
3,0 8,03 
6,2 8,57 
6,3 3,67 3.65 | Erste Bewegungen 
6,3 3,77 iti der Embryonen 
6,4 3,61 
32,0 1,66 GroBe, wohl ent- 
32,1 1,74 1.74 wickelte, sehr 
32,3 1,78 , bewegliche 
32,4 1,78 Embryonen 
E vor der 1,24 
4 Stunden | Befruchtung 1,24 1,18 
1,06 
0,68 0,98 0.92 
0,78 0,86 a 
1,40 0,86 
1,43 0,86 0.93 1. Teilung 
1,48 0,86 ? des Kies 
1,52 1,14 
3,23 1,40 1 a0 5.—6. Teilung 
3,27 1,36 ” des Eies 
6,7 1,71 
6,7 1,75 1.75 Erste Bewegungen 
6,8 1,79 ini der Embryonen 
6,9 1,75 
ao “pee Wohl entwickelte, 
20.0 0°90 0,94 | sehr bewegliche 
? ? 
20,0 0.96 Embryonen 
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Beitriige zur enzymatischen Histochemie. IV. 


Tabelle 4 (Fortsetzung). 





nna 











18 Stunden bei 40°. 














F emplar | Zeit zwischen 
™ d + aes Befruchtung und] Beobachtete 
3 m Uberfiihrung Aktivitiit Mittel Bemerkungen 
ewe _ des Eies emm n/20-HCl 
in Stunden in Stunden 
F vor der 1,31 
4 Stunden Befruchtung 1,33 
1,39 1,38 
1,43 
1,43 
0,1 1,25 
0,2 1,08 . 
0,3 1,00 
2,5 1,88 
2,5 1,76 1.75 4. Teilung 
2,6 1,68 a des Kies 
2,7 1,68 
ae os Wohl entwickelte, 
94 6 0°82 0,82 | sehr bewegliche 
O47 0.88 Embryonen 
? } 


Tabelle 5. 


EinfluB des Mediums auf die Aktivitit eines Dendrastereies. Versuchszeit 
Reaktionszeit zwischen Ei und Medium vor Substrat- 


zusatz: 60 Minuten. 














Zusammensetzung des Mediums Beobachtete 
vor Substratzusatz Aktivitét 
Exemplar A, Anzahl der Eier 1 
Kein Meerwasser 0,38 
30°/, Glycerin 0,96 
Po~wd. - . 0,78 
0,84 
1,02 
Kein Meerwasser 1,85 
30°/, Glycerin 1,73 
Puo~w8.. . 1,97 
10°/, Meerwasser 2,26 2,22 
30°/, Glycerin 2,34 2,20 
come. so 2,36 2,30 
2,26 2,34 





Die Tab. 1—9 enthalten die Versuchsresultate. Aus Tab. 1 


geht hervor, daB die nachweisbare Aktivitat praktisch unabhingig 
von der Zeit ist, welche die Kier in einem Tropfen von 30°/, 
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Tabelle 6. 
Reproduzierbarkeit der Aktivititswerte in unbefruchteten Dendrastereiern, 
Versuchszeit 18 Stunden bei 40°. Zusammensetzung des Mediums vorSubstrat. 
zusatz: 10°/, Meerwasser, 30°/, Glycerin. Reaktionszeit zwischen Medium 
und Eiern vor Substratzusatz: 60 Minuten. 

















. | Beobachtete Aktivitit : 
Exemplar Anzahl der Eier cemm/n-20-HCl Mittel 
A 1 2,26 2,84 
2,36 2,26 - 
2,22 2,20 — 
2,30 2,34 
B | 1,68 1,76 ™ 
160 | ayes 
C 1 2,64 2,60 ‘ 
258 2.58 a0 











Tabelle 7. 
Reziehung zwischen Reaktionszeit und Hydrolysegrad bei unbefruchteten 
Dendrastereiern. Zusammensetzung des Mediums vor Substratzusatz: 10°), 
Meerwasser, 30°/, Glycerin. Reaktionszeit zwischen Eiern und Medium vor 
Substratzusatz: 60 Minuten. 








Versuchszeit | Beobachtete Aktivitiit Aktivitét eines 


Mittel 














in Stunden emm n/20-HCl Eies per Stunde 
Exemplar D. Anzahl der Eier 1. 

5,7 1,00 0,94 
1,12 0,98 
04 1114 1,04 0,18 
1,06 1,14 

15,6 2,32 2,24 
214 2,20 2,24 0,14 
2,20 2,34 











Tabelle 8. 
Verteilung der Enzymaktivitit zwischen Dendrastereiern 
und dem sie umgebenden Gelee. Versuchsbedingungen wie in Tab. 7. 
Versuchszeit 4,5 Stunden. 








Gefundene Aktivitit , 
Bemerkungen in emm n/20-HCl Mittel 








Exemplar E. Anzahl der Eier 1. 








ee See ee. har 1,26 1,26 1,26 

Ei ohne Gelee . . ... . 1,18 1,12 1.18 
126 1,16 , 

ee ys wk ee — 0,04 + 0,06 0,03 


+ 0,08 0,00 








Qa 








| 





Beitriige zur enzymatischen Histochemie. LV. 


Tabelle 9. 
Verteilung der Enzymaktivitit zwischen zwei Hilften des Dendrastereies, 


davon eine mit Zellkern. Versuchsbedingungen wie in Tab. 7. Versuchs- 
zeit 18 Std. — bedeutet, daB der Eiteil zu klein, + daB er zu groB war. 


Gefundene Aktivitét in ecmm n/20-HCl 



































Teil mit Kern a Teil ohne Kern Ganzes Ei 
Exemplar B 
(1,14) + (0,68) — 1,68 1,76 
0,84 0,68 1,60 
0,92 0,84 
(0,64) — (1,12) + 
0,98 0,54 
0,86 0,76 Se 
Mittel: 0,90 | 1,71 | = 1,68 
Exemplar C 
1,44 1,16 2,64 2,60 
1,20 1,42 2,58 2,58 
1,86 0,88 
i. 1,36 — aa: Ae ee 
Mittel: 1,47 | 1,19 | 2,60 


Glycerin und 10°/, Meerwasser (p,,= 8) verweilt haben, bevor die 
Substratlésung zugefiigt wurde. Die Temperatur des Tropfens 
war etwa 20° (Zimmertemperatur). Wenn der Tropfen kein 
Glycerin enthalt, ist die nachweisbare Aktivitit geringer und be- 
ginnt nach 1stiindigem Stehen zu fallen. Dies riihrt von der 
Destruktion des durch Glycerin stabilisierbaren Enzymes her (2). 
Bei py= 5 ist die Enzymdestruktion sehr ausgeprigt, auch in 
Gegenwart von Glycerin. Da die Glycerinlésungen beim Stehen 
leicht sauer werden, wurden sie jeden Tag frisch bereitet. Die 
recht gute Ubereinstimmung zwischen den bei Experimenten mit 
und ohne Glycerin erhaltenen Ergebnissen (die beiden ersten Teile 
der Tab. 1) zeigt, daB das Glycerin anscheinend keinen spezifisch 
membranlésenden oder aktivierenden Hinflu8 besitzt (vgl. den all- 
gemeinen Teil). Aus den Tab. 3 und 7 ist zu ersehen, daB die 
Hydrolyse nicht mit konstanter Geschwindigkeit fortschreitet. 
Kin Teil der beobachteten Geschwindigkeitsabnahme bei wachsen- 
der Reaktionszeit ist auf kleine p,,-Anderungen des Mediums wihrend 
der Verdauung zuriickzufiihren; an einem Teil mag die Enzym- 
destruktion schuld sein, an einem anderen die Hemmung durch 
die gebildeten Aminosiiuren. Wenn jedoch die gewihlte Reaktions- 
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zeit bei allen Versuchen dieselbe ist, kommt diese Schwierigkeit 
bei Vergleichungen nicht in Betracht. 


Zusammenfassung. 


1, Die Peptidasenaktivitait einzelner unbefruchteter Hier yoy 
Urechis caupo und Dendraster excentricus wurde untersucht. Sic 
entspricht der Hydrolyse von 0,6- 107% bis 1,3-10—* mg Alanyl. 
glycin per Stunde bei p,, 7,7 und 40% Hier desselben Individuums 
haben die gleiche enzymatische Aktivitit. Hier verschicdener 
Individuen derselben Art zeigen Aktivitiitsunterschiede. Die Kier 
von Dendraster excentricus sind etwa doppelt so aktiv wie dic 
von Urechis caupo. 

2. Unbefruchtete Kier von Dendraster excentricus wurden 
in zwei Halften geteilt, deren eine den Zellkern enthielt, und die 
Peptidasenaktivitat der beiden Teile bestimmt. Die Summe der 
Aktivititen der Teile war gleich der Aktivitiét des ganzen Kies. 
Der den Zellkern enthaltende Teil scheint etwas aktiver zu sein 
als der andere. 

3. Die Peptidasenaktivitiit unbefruchteter, und befruchteter 
und sich entwickelnder Kier von Urechis caupo wurde bestimmt. Bei 
der Befruchtung sinkt die Aktivitit der Eier in verschiedenen 
Grade, und beginnt etwa in der dritten bis sechsten Stunde nach 
der Befruchtung wieder zu steigen. Nach einer lingeren Ent- 
wicklungsperiode (20—30 Stunden) ist die Aktivitit wieder ge- 
sunken. 


Literaturverzeichnis. 


1. K. Linderstrem-Lang u. H. Holter, Diese Z. 201, 9 (1931); C.r. 
Labor. Carlsberg 19, Nr. 4 (1931). 

2. K. Linderstrem-Lang u. H. Holter, Diese Z. 204, 15 (1932); C.r. 
Labor. Carlsberg 19, Nr. 6 (1932). 

3, Fischer u. MacGinitie, Ann. and Mag. Nat. Hist. Sec. 10, 1, S. 199 
und 204. 











Notiz tiber eine strukturelle Verschiedenheit 
zwischen Sitosterin und Cholesterin. 


Von 
B. Edvard Bengtsson. 


(Aus der Chem. Abt. d. Kgl. Pharmazeut. Instituts zu Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Januar 1933.) 


Vor einiger Zeit wurde gezeigt, daB dem Sitosterin die Formel 
C,,H;,0 zukommt und daB dieses pflanzliche Sterin somit 
nicht, wie vorher angenommen, mit Cholesterin C,,H,,O isomer 
ist.!) Dieses Ergebnis wurde von Windaus, v. Werder und 
Gschaider’) geprift und bestitigt; ihre Untersuchung umfabt 
auBer Sitosterin mehrere pflanzliche Sterine. Es war nun von 
grdBtem Interesse, wennmdglich etwas niheres iiber die notwen- 
digerweise bestehende Verschiedenheit im Baue des Sitosterins 
und Cholesterins zu erfahren. Es sei zuerst kurz an die wich- 
tigsten, neueren Untersuchungen auf diesem Gebiete erinnert. 


Windaus und Rahlén’) zeigten, daB die sekundire Alkoholgruppe 
des Sitosterins in einem Sechsringe steht, ebenso wie diejenige des Chole- 
sterins. Sie erdrtern die Méglichkeit von Struktur- oder Stereoisomerie der 
beiden Molekiile: ,,bei der verbliiffenden Ubereinstimmung im chemischen 
Verhalten der beiden Stoffe halten wir aber eine sterische Isomerie fiir 
sehr wahrscheinlich.“ 

Windaus und Brunken’) schreiben: ,,Die ganze Reaktionsfolge ent- 
spricht vollstindig der bereits auf Cholesterin durchgefiihrten und weist 
aufs neue darauf hin, daB die der chemischen Einwirkung leicht zugiing- 
lichen Teile des Cholesterin- und des Sitosterinmolekiils strukturidentisch 
sind. Auch die Seitenkette scheint bei beiden Alkoholen dieselbe zu sein. 
Jedenfalls liefert auch das Sitosterin gleich dem Cholesterin bei energischer 
Oxydation Aceton und wahrscheinlich Methylisohexylketon.“ 

Bei diesen und mebreren anderen Untersuchungen wurden immer 
Derivate erhalten, die véllig analog aber nicht identisch mit den ent- 
sprechenden Cholesterinderivaten waren. Auch Bonstedt*) versuchte ver- 
gebens identische Derivate zu erhalten. 


1) Hikan Sandqvist+ u. Edvard Bengtsson, Ber. chem. Ges. 64, 
2167 (1981). 

2) Ber. chem. Ges. 65, 1006 (1932). 8) Diese Z. 101, 229 (1918). 

*) Diese Z. 140, 52 (1924). 5) Diese Z. 176, 277 (1928). 
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Schmid und Zentner’) erhielten bei Dehydrierungsversuchen jt 






i ; Pd-Kohle an Sitosterin wenigstens einen Kohlenwasserstoff, der nach de 
d ; Schmelzpunkt, Elementaranalyse und krystallographischen Untersuchungen L 
q mit einer entsprechenden, aus Cholesterin gewonnenen Verbindung idep. \ 
Eis tisch war. j 1 
4 : ge 
. Meine Versuche habe ich noch nicht zu dem erwiinschtey, 
i endgiiltigen AbschluB fiihren kénnen, aber ich will doch kun && j, 
| dariiber berichten, da zum erstenmal eine strukturelle Va. & 
y schiedenheit zwischen Sitosterin und Cholesterin nachgewiesen 
Ge worden ist. P 
Aus verschiedenen Griinden wollte ich zunichst die Zu. & a 
mo sammensetzung der Seitenkette und ihre Identitét mit derjenigen & - 
"i det des Cholesterins feststellen. Fr 
5 te Zuerst wurde nach Windaus und Kesau’) Cholesterinacetat oxy- b 
Pi diert: 30 g Cholesterinacetat wurden in 240 ccm Eisessig gelést. Die Lisung JR 4, 
Mi wurde in einem Kolben mit absteigendem Kiihler und Tropftrichter zn N 
rl Sieden erhitzt, und gleichzeitig wurde eine Lésung von 90 g Chromtrioxyd 2 
il in 270 cem 50°/,iger Essigsiure eingetropft. Das Destillat wurde mit Natron- (s 
a lauge beinahe neutralisiert und aufs Neue destilliert. Das zweite Destillat ent- é] 
hielt Aceton und farblose, schwimmende Tropfen; es wurde mit Ather aus- 
geschiittelt. Die aitherische Loésung wurde mit Wasser mehrmals gewaschen, 
um das Aceton zu entfernen, und der Ather wurde unter Anwendung eines 
Glasperlenaufsatzes abdestilliert. Das zuriickbleibende 61 wurde in wenig P 
Methylalkohol aufgenommen und mit einer konzentrierten wiBrigen Lisung & I 
i von 0,2 g Semicarbazid-Hydrochlorid und 0,5 g Natriumacetat geschiittelt, 
at wobei sich das Semicarbazon gleich abschied und bald krystallisiert er- 
Y starrte. Ausbeute etwa 0,15 g des Methylisohexylketon-Semicarbazons. Nach 
einmaligem Umkrystallisieren aus Benzol-Petroliither weiBe, glinzende 
; Schuppen von Schmelzp. 151°. 
4 Analyse:*) Substanzen bei Zimmertemperatur 24 Stunden iiber P,O, im 
4 Hochvakuum getrocknet: 2,691 mg ergaben 0,538 ccm N, (24°, 746 mm). 
@ C,H,ON, Ber. N 22,7 Gef. 22,5. : 
\y Die auf dieselbe Weise behandelten 30 g Sitosterinacetat f 
4 lieferten nebst reichlichem Aceton ein Keton, das bei der zweiten 
: Destillation in fester Form auf dem Wasser schwamm. Der Ge- 
, ruch war von demjenigen des Methylisohexylketons etwas ver- X 
. schieden, in verdiinnter Form siif, blumen- und zugleich frucht- ; 


artig. In konzentriertem Zustande war es ein wenig mentholahnlich, 
; ebenso wie Methylisohexylketon an Kiimmel oder eher an Di- 
hydrocarvon erinnert. 











1) Mh. Chem. 48, 47 Wien, Univ. (nach Chem. Z. 1927, II 440), vel. 
Sitzungsber. Akad. Wiss. Wien Abt. I] b 137, 92 (Chem Z. 1928, II, 1781). 

2) Ber. chem. Ges. 46, 1246 (1913). 

8) Die Analysen sind von A. Schoeller, Berlin, ausgefiihrt worden. 
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Materials, 


| Uber strukturelle Verschiedenheit zwischen Sitosterin u. Cholesterin. 18] 


Das Semicarbazon krystallisierte ziemlich gut beim Schiitteln 


- der methylalkoholischen Lésung mit einer konzentrierten wiBrigen 
Liésung von Semicarbazidhydrochlorid und Natriumacetat. Nach 
| Absaugen und Trocknen stellte es weiBe, weiche Krystallschuppen 
' dar, sehr leicht in Benzol, aber in Petrolither beinahe unléslich. 
' Aus der filtrierten Lésung krystallisierten beim Verdunsten ziem- 
' lich schlecht paraffinihnliche Schuppen. Ein besseres Liésungs- 
' mittel konnte ich nicht finden. Ausbeute bei wiederholten Ver- 
‘ suchen nur 0,05 bis 0,10 g. Versuche, mit KMnO, oder H,O, zu 
| oxydieren, gaben keine besseren Resultate, auch nicht, wenn Wasser- 
| dampf wihrend der Oxydation durchgefiihrt wurde. Als Ausgangs- 
' material wurden Tallélsitosterin, Phytosterin Merck!) (= Sitosterin 
' aus Scopoliawurzeln) und Dihydrositosterin (mit Pt-Katalysator 
| bereitet) benutzt. Kein Unterschied an Kigenschaften oder Mengen 
' des Produktes war zu bemerken. Dagegen verdient vielleicht 
| Aufmerksamkeit, daB, als ich einmal Sterin aus Sojabohnen 
| (Sitosterin + Stigmasterin) benutzte, ich nur dliges Semicarbazon 


erhielt, das nie zum Krystallisieren gebracht werden konnte. 
Schmelzpunkt des Semicarbazons unscharf: 110—118°. 


Substanzen 24 Stunden im Hochvakuum bei Zimmertemperatur iiber 


| P,O, getrocknet. — 2,901 mg Subst.: 0,447 cem N, (24°, 746 mm). — 4,628 mg 
| Subst.: 10,640 mg CO,, 4,480 mg H,0. 


C,H,,ON, Ber. C 58,3 H 10,3 N 22,7 
C,,H,,0N; ” », 61,9 » 10,9 » 19,7 
C,.H,,ON, ” » 63,4 » 11,1 9, 18,5 
C,,;H,,;ON, ” ” 64,7 ”? 11,3 ” 17,4 

Gef. ,, 62,7 10,8 a 132. 


Da das aus Benzol—Petrolither umkrystallisierte Priparat 
wegen seiner paraffinihnlichen Beschaffenheit méglicherweise 


Lisungsmittel zuriickgehalten hat, wurde eine andere Probe wie 


folet behandelt. 

Das abgesaugte Semicarbazon wurde auf einem Filter in 
wenig Alkohol gelést und wieder mit wiBriger Semicarbazid— 
Natriumacetatlésung gefallt. Die Krystalle wurden auf Glasfilter 
abgesaugt, mehrmals mit wenig kaltem Wasser gewaschen und 
wie oben getrocknet. 

2,663 mg Subst.: 6,200 mg CO,, 2,620 mg H,O. — 3,126 mg Subst.: 
0,489 com Ny, (24°, 765 mm). 

Gef. C634 H11,0 N 18,0. 


1) Ich danke der Firma vielmals fiir eine Uberlassung des wertvollen 
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Wie man sieht, stimmt besonders die letztere Analyse recht 
gut mit einer Formel des Ketons C©,,H,,O iiberein. Fiir die 
Formel C,H,,O gibt keine der Analysen, die mit sehr verschiedey 
behandeltem Material ausgefiihrt worden sind, eine Wahrschein. 
lichkeit. Die niedrigen N-Werte dirften das Aceton—Semicar- 
bazon als Verunreinigung ausschlieBen. Es diirfte recht schwer 
sein, auch auf Grund weiterer Analysen eine Entscheidung zwischen 
der Formel C,,H,,O und der aus verschiedenen Griinden wahr- 
scheinlicheren C,,H,,O zu treffen, wenn man die geringen Aus. 
beuten, die recht schlechten Krystallisationsverhaltnisse des Semi- 
carbazons und den unscharfen Schmelzpunkt desselben in Betracht 
zieht. Die Arbeit wird indessen fortgesetzt werden. 


Zusammenfassung. 


Bei energischer Oxydation von Sitosterinacetat mit Chrom- 
trioxyd in essigsaurer Liésung erhilt man nicht wie bei Chol- 
esterin Methylisohexylketon, sondern ein anderes Keton, desseu 
Einheitlichkeit wegen der sehr schlechten Ausbeuten nicht erwiesen 
werden konnte. Die Analyse des Semicarbazons spricht fiir die 
Formel C,,H,,0, aber die von vornherein wahrscheinlichere Formel 
C,,H,,0 kann nicht als ausgeschlossen betrachtet werden. 
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Photochemische Umwandlungen 
der Bestrahlungsprodukte des Ergosterins. 


Von 


P. Setz. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universititslaboratorium Géttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Januar 1933.) 


Es war mir die Aufgabe gestellt worden, nachzuweisen, in 


| welchem genetischen Zusammenhang die verschiedenen Be- 
' strahlungsprodukte des Ergosterins zueinander stehen. An Be- 


strahlungsprodukten sind in reinem Zustand bekannt geworden 


'das Lumisterin, das Tachysterin, das Vitamin D,, das 
| Suprasterin I und das Suprasterin II.') Die ersten drei 
| sind Zwischenprodukte, die beiden letzten sind Endprodukte der 


Bestrahlung; die Suprasterine werden von ultraviolettem Licht 
iiber 250 mu nicht weiter angegriffen, sie lassen sich nicht in- 


' einander umwandeln und entstehen also nicht auseinander, 
| sondern nebeneinander bei der Uberbestrahlung des Ergosterins. 


Ich habe nun zunichst die Frage gepriift, ob die gegeniiber 
weiterer Bestrahlung empfindlichen photochemischen Reaktions- 


_ produkte — Lumisterin, Tachysterin und Vitamin D, — bei der 
| Uberbestrahlung ebenso wie das Ergosterin die beiden Supra- 
| sterine oder ob sie vielleicht nur eines derselben liefern. Es hat 


sich dabei herausgestellt, daB sowohl Lumisterin wie Tachysterin 
und Vitamin D, bei der Uberbestrahlung beide Suprasterine er- 
geben, daB also die Verzweigung in der photochemischen Reihe 
erst nach der Vitaminbildung einsetzt. Fiir diese Versuche habe 
ich die verschiedenen Bestrahlungsprodukte in gréBeren Mengen 
darstellen miissen und habe sie durch eine Anzahl neuer Derivate 


| charakterisiert. 


Als zweite Aufgabe habe ich das Studium der gegenseitigen 
Beziehungen von Lumisterin, Tachysterin und Vitamin D, be- 
gonnen. Schon friiher ist gefunden worden, daB das Lumisterin 


') Liebigs Ann. 483, 17 (1930); 489, 252 (1931); 492, 226 (1932); 493, 
259 (1982); 499, 188 (1932). 
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184 P. Setz, 
sich durch Bestrahlung mit Magnesiumfunkenlicht in Tachysteriy 
und dieses sich bei der Weiterbestrahlung in Vitamin D, ver- 
wandeln l4Bt. Danach ist die photochemische Reihe folgender. 


ma8en zu schreiben: 
Ergosterin 


Lumisterin 
nee ae 
Vitamin D, 
Suprasterin I und II 


Indessen gibt es eine Anzahl von Beobachtungen, die schwer 
mit der Vorstellung vereinbar sind, daB die Bestrahlungsprodukte 
nacheinander in der angegebenen Reihenfolge gebildet werden: 
So soll bei nur kurzer Bestrahlung, wenn 90°/, des Ergosterins 
unverindert vorhanden sind, das ergosterinfreie Reaktionsprodukt 
schon maximal wirksam sein; es soll also bei nur 10°/, Un- 
wandlung das dritte photochemische Reaktionsprodukt, das 
Vitamin D,, in dem Gemisch vorherrschen, wihrend man er- 
warten wiirde, daB unter diesen Versuchsbedingungen das erste 
photochemische Reaktionsprodukt, das Lumisterin, fast ausschlieb- 
lich vorhanden wire. 

Besonders iiberraschend erscheinen auch die Befunde von 
Reerink und van Wijk?); diese Forscher haben beobachtet, dab 
bei Bestrahlung des Ergosterins mit langwelligem Licht das 
ergosterinfreie Reaktionsprodukt vom Beginn der Umwandlung 
bis zu einer 60°/,igen Umsetzung sein Spektrum unveriindert bei- 
behalt; sie schlieBen daraus, daB bei der Bestrahlung mit lang- 
welligem ultraviolettem Licht bis zu 60°/, Umwandlung ein eit- 
ziges Reaktionsprodukt auftrete; wegen seiner physiologischen 
Aktivitét sprechen sie es als das reine antirachitische Vitamin 
an und behaupten, da’ das Vitamin das erste und bei nicht zu 
weitgehender Umwandlung mit langwelligem Ultraviolett das 
einzige Umwandlungsprodukt des Ergosterins sei. Diese Be- 
hauptungen sind nicht zutreffend. In einem nach der Vorschritt 
von Reerink und van Wijk bereiteten und zu 50°/, un- 
gewandelten SBestrahlungsprodukt sind schiatzungsweise etwa 
vorhanden 40—50°/, Lumisterin, 30—40°/, Vitamin, 5—10°/ 
Tachysterin, 5—10°/, Suprasterin IZ und vermutlich auch ge- 





') Biochemic. J. 23, 1294 (1929). 
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ringe Mengen von SuprasterinI. Die Gleichartigkeit der Spektren 
bei verschieden weitgehender Umwandlung laBt sich dann nur 
durch die Annahme deuten, da die einzelnen photochemischen 
Reaktionsprodukte nebeneinander in einem bestimmten Verhiltnis 
entstehen und daB sich dieses Verhiltnis bei weiterer Bestrahlung 
langere Zeit nicht andert. Ein solches Verhalten wiirde auf die 
Einstellung eines Gleichgewichts zwischen den ersten Reaktions- 
produkten hinweisen, und ich habe darum gepriift, ob die photo- 
chemische Umwandlung umkehrbar ist und ob man aus Vitamin 
Tachysterin und aus Tachysterin Lumisterin erzeugen kénne. 
Diese Versuche, fiir die ich erst eine empfindliche Nachweis- 
methode fiir das Lumisterin ausarbeiten muBte, sind vollkommen 
negativ verlaufen. Die photochemische Umwandlung 


Ergosterin -> Lumisterin -> Tachysterin -> Vitamin D, -> Suprasterine 


erfolgt also nur von links nach rechts und nicht in umgekebrter 
Richtung. 

Es bleibt eine Deutung zu finden fiir den Umstand, dab 
schon bei sehr kurzer Bestrahlung Vitamin nachweisbar ist und 
daB bei langwelliger Bestrahlung das Reaktionsgemisch unab- 
hingig vom Grade der Umwandlung fast konstant zusammen- 
gesetzt ist. Hieriiber habe ich keine Versuche angestellt und 
kann also nur Hypothesen vorbringen, die noch weiterer experi- 
menteller Stiitzen bediirfen. Folgender Deutungsversuch scheint 
mir eine gewisse Wahrscheinlichkeit zu besitzen: 

Mit dem langwelligsten Licht, das Ergosterin iiberhaupt an- 
greift (bei 310 my), entsteht Lumisterin, das von diesem lang- 
welligen Licht nur langsam weiter veriindert wird. Mit etwas 
kurzwelligerem Licht um 280 my wird die Lumisterinstufe iiber- 
sprungen und Tachysterin') erzeugt. Tachysterin ist aber gerade 
gegen langwelliges Licht sehr empfindlich und geht unter diesen 
Bedingungen in Vitamin D, iiber; méglicherweise ist fiir diese 
Umwandlung sogar ein langwelliges Ultraviolett brauchbar, das 
Ergosterin nicht mehr verandert; denn Tachysterin absorbiert 
zwischen 300 und 360 my mehr als 10mal starker als Ergosterin. 
Auf Grund solcher Annahmen wiirde man verstehen, daB mit 
Quecksilberlicht, das durch Xylol gefiltert ist und von Ultra- 
Violett unter 280 my frei ist, hauptsichlich Lumisterin und 
Vitamin gebildet werden, und zwar in ziemlich konstantem Ver- 
hiltnis und daB mit Magnesiumfunkenlicht, das hauptsiichlich 


’) bzw. ein Protachysterin. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXYV. 13 
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zwischen 278—280 my emittiert, fast kein Lumisterin, sondern 
hauptsachlich Tachysterin und Vitamin D, entstehen. Ich ver- 
suche also die merkwiirdige Zusammensetzung der Bestrahlungs- 
produkte dadurch zu erkliren, daB bei der Bestrahlung mit 
kurzwelligem Ultraviolett gewisse’ Zwischenstufen der Umwandlung 
iibersprungen werden und dah mit langwelligem Ultraviolett einige 
Bestrahlungsprodukte auferordentlich viel schneller angegriffen 
werden als Ergosterin. 

Ks ist zur Klirung dieser Verhiltnisse notwendig, nicht nur 
das Ergosterin selbst, sondern auch die empfindlichen Bestrahlungs- 
produkte monochromatisch zu bestrahlen und die photochemische 
Umwandlung zu untersuchen. 

Lumisterin. Die Darstellung des Lumisterins geschah nach der Vor- 
schrift in Liebigs Ann. 493, 263 (1932). 

Es wurde noch der Allophansiureester bereitet: 0,4 g Lumisterin 
in 10 cem absolutem Benzol wurden mit Cyansiuregas behandelt, das durch 
Zersetzung von Cyanursiure dargestellt war. Bei der tiblichen Aufarbeitung 
mittels Pyridin lieB sich der Allophansiureester des Lumisterins durch vor- 
sichtigen Zusatz von Wasser in filtrierbarer Form abscheiden; er krystalli- 
siert aus Essigester in langen Prismen vom Schmelzp. 217—218° unter Zer- 


setzung; in Chloroform ist er leicht léslich und zunehmend schwerer lis- 
lich in Aceton, Ather und Methanol. 


Optische Drehung: 
11,4 mg Subst.: 2 cem-Chloroform; / = 1 dm. 
a = + 0,439; [o]t? = + 75,4° 
Analyse: 
4,720 mg Subst.: 12,900 mg CO,, 3,950 mg H,O. — 3,164 mg Subst.: 
0,165 cem Ny, (21,5°, 750 mm). 
CyoH,gO,N, Ber. C 74,63 H9,61 N 5,81 
Gef. ,, 74,66 ,, 9,388 ,, 5,96. 


Uberbestrahlung von Lumisterin: 1,0 g Lumisterin 
wurde in 30 ccm absolutem Alkohol gelést, die Lésung wurde in 
ein Uviolglasrohr eingeschmolzen und unter Drehung 50 Stunden 
mit der Quarzquecksilberlampe bestrahlt; dann wurde das Rohr 
gedfinet, der Alkohol im Vakuum eingedampft und der Riick- 
stand in absolutem Benzol gelést. In diese Lésung wurde Cyan- 
siuregas, das durch Zersetzung von 2,0 g trockner Cyanursiure 
bereitet war, eingeleitet und das Reaktionsprodukt einige Tage 
im Eisschrank stehen gelassen. Dann wurde das Benzol ver- 
dampft, der Riickstand mit Pyridin digeriert und die Pyridin- 
lésung vorsichtig mit Wasser gefallt. Die ausgeschiedenen 
amorphen Allophansiureester wurden nun so lange aus Essig- 
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ester umkrystallisiert, bis der am schwersten ldsliche Anteil fiir 


rer (d], den Wert — 39° erreicht hatte (Lésungsmittel Chloroform); 
28- | diese Fraktion wurde nunmehr verseift und das krystalline Ver- 
mit [fF seifungsprodukt mit Essigsiiureanhydrid 1 Stunde auf dem Wasser- 
ung ( bad erwarmt. Nach der tiblichen Aufarbeitung wurde ein Acetyl- 
ige [F derivat erhalten, das bei 71° schmolz und eine spezifische 
fen [EF Drehung von — 72° besaB. 
0,010 g Subst.: 2 cem Chloroform; 1=1dm; « =— 0,36°. 
— i Zum Vergleich wurde der Essigsiureester des Suprasterins | 
88- BF aus 0,150 g Suprasterin I dargestellt; er krystallisierte aus 
che [J Methylalkohol in feinen, weichen Nadeln, die sehr leicht in 
_ Chloroform léslich waren und sich auch in Ather und Aceton 
‘or. & leicht und in Methanol ziemlich leicht lésten. Der Schmelzpunkt 
EE lag bei 78—74°. 
ey 4,489 mg Subst.: 13,510 mg CO,, 4,22 mg H,0. 
ung C,,H,,0, Ber. C 82,10 H 10,60 
yor- Gef. ,, 82,08 » 10,52. 
- : 16,2 mg Subst.: 2cem Chloroform; / = 1 dm. 


lis- =. « =— 0,575°; [a)}§ =— 71° 

| Dieser Stoff erwies sich auch durch Mischschmelzpunkt mit 
dem Uberbestrahlungsprodukt des Lumisterins als identisch.?) 

Aus dem leichter léslichen Anteil der rohen Allophansiure- 

_ ester lieB sich ein zweiter Ester isolieren, der sich als der Allo- 

| phansiureester des Suprasterins II erwies; er wurde aus Essig- 





- _ ester—Methanol solange umkrystallisiert, bis die Drehung fiir [@], 
| in Chloroform auf + 74° gestiegen war und dann mit 10°, 
_ methylalkoholischer Kalilauge verseift; das Reaktionsprodukt 
| wurde dann aus Aceton umkrystallisiert und in den fiir Supra- 

rin  Sterin IT charakteristischen derben Prismen erhalten; sie schmolzen 

in —— - 

len 3 ') Auch der Allophansiiureester des Suprasterins I, der friiher nur 

in _ amorph erhalten worden war, wurde nunmehr in krystallisiertem Zustande 

k _ dargestellt: 0,2 g Suprasterin I wurden in 30 ccm wasserfreiem Benzol 

all ' gelést und in der tiblichen Weise mit Cyansiuregas verestert. Nach der 

ull _ Aufarbeitung krystallisierte der Ester aus Pyridin und aus Chloroform in 

re | Nadeln vom Schmelzp. 225—226°. 

ge q 8,4 mg Subst.: 2 cem Chloroform; / = 1 dm. 

er § a = — 0,245; [a]lp = — 58,4”. 

u § 4,632 mg Subst.: 12,640 mg CO,, 3,90 mg H,0. 

7. o CysHyO.N, Ber. C 74,63 H 9,61 


Ss F&F Gef. ,, 74,42 » 9,42. 
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bei 109—110° und gaben mit Suprasterin I] keine Schmelr. 


punktsdepression. 

0,0193 g Subst.: 2 cem Chloroform; J = 1 dm. 

ao=+ 0,599; [aelp =+ 61,2° 

Ein charakteristischer Ester des Suprasterins II ist das 
3,5-Dinitro-4-methyl-benzoat, das zuerst von Hrn. v. Werder 
im Forschungslaboratorium der Chemischen Fabrik E. Merck- 
Darmstadt dargestellt worden ist. Er liBt sich aus Pyridin und 
Methyldinitro-benzoylchlorid in der iiblichen Weise gewinnen, 
Er schmilzt nach mehrfachem Umkrystallisieren bei 170° In 
Aceton zeigt er fiir [a#]?? den Wert von + 108°. 


4,645 mg Subst.: 12,175 mg CO,, 3,350 mg H,0. 


C,.H,,0,N. Ber. C 71,48 H 8,00 
Gef. ,, 71,45 » 8,07. 


Uberbestrahlung von Tachysterylacetat. Die Darstellung des 
Tachysterylacetats geschah nach der Vorschrift Liebigs Ann. 499, 
188 (1932). 1,5 ¢ wurden unter sorgfiltigem AusschluB von Lutt 
in absolutem Ather gelést und in ein Uviolglasrohr eingeschmolzen: 
die Lésung wurde in der gleichen Weise wie beim Lumisterin 
50 Stunden mit der Quarzquecksilberlampe bestrahlt. Da aber 
diesmal die Bestrahlung in itherischer Lésung geschah, wurde 
kalte Luft gegen das Rohr geblasen und dadurch eine nennens- 
werte Druckerhéhung im Innern vermieden. Nach _beendeter 
Bestrahlung wurde das Produkt verseift und dann in die Allo- 
phansiureester verwandelt; es konnten dann auch in diesem 
Falle Suprasterin I und Suprasterin II mit Sicherheit nach- 
gewiesen werden. 


Vitamin D,. Die Darstellung!) wurde in folgender Weise 
abgeaindert: 19 g Ergosterin wurden in einer Quarzwalze 19 Stunden 
mit dem Magnesiumfunken bestrahlt; die Umwandlung betrug 
80°/,. Die Hauptmenge des unverinderten Ergosterins wurde 
durch Ausfrieren und der Rest durch Digitoninfallung aus dem 
Bestrahlungsgemisch entfernt; das iibrigbleibende Produkt wurde 
in 150 ccm einer Mischung von Petrolither—Ather (1:2) gelist, 
die Lésung mit 6 ccm Citraconsiureanhydrid versetzt und 8 Tage 
bei 20° stehen gelassen; dann wurde zu dem Gemisch methyl- 
alkoholische Kalilauge gegeben, weitere 24 Stunden stehen ge- 
lassen, mit Wasser versetzt und mehrmals mit Petrolither aus- 





) Liebigs Ann. 492, 229 (1932). 
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mel. & geschiittelt. Der Petrolitherauszug wurde mit Wasser gewaschen, 
setrocknet, eingedampft; der Riickstand wurde in 40 ccm absolutem 
; Pyridin gelést und mit 8 g Dinitrobenzoylchlorid +/, Stunde auf 
' dem Wasserbad erwiarmt. Die weitere Verarbeitung geschah in 
- der schon mehrfach geschilderten Weise und lieferte schlieBlich 


“ % : 8g ganz reines, mehrfach aus Chloroform—Alkohol umkrystalli- 
erck. [E siertes Meta-dinitrobenzoat des Vitamin D,. Durch Verseifen 
— dieses Esters wurde das reine Vitamin D, erhalten. — 

— Zur Charakterisierung wurden noch einige weitere Ester 
= ; bereitet. 

Vitamin-D,-allophanat: Es wurde in ihnlicher Weise 
bereitet wie das Lumisterylallophanat; es bildet feine Nadeln, 
die niedriger schmelzen und leichter léslich sind als Lumisteryl- 
allophanat; sie besitzen auch ein geringeres Drehungsvermégen. 
Schmelzp. 194—195°. 

: - 11,7 mg Subst.: 2 ccm Chloroform; / = 1 dm. 
) 


Lut a = + 0,295 [a]p? + 50,4°. 


aa 4,877 mg Subst.: 13,320 mg CO,, 4,080 mg H,O. — 3,293 mg Subst.: 
iain 0,165 cem N, (22°, 750 mm). 
s C3oH4,0,Ne Ber. C 74,63 H 9,61 N 5 », 81 
aber & ‘ 

ee Gef. , 7449 ,, 9,86 ,, 5,72 
a Fir das als Vitamin D,-allophanat bezeichnete Gemisch') von Lumi- 
hens: F steryl- und Vitamin D,-allophanat ist friiher die Drehung [a)p = + 63° 
deter F angegeben worden; fir ein Gemisch gleicher Teile der Komponenten be- 
Allo- — rechnet sich fiir [a]p der Wert + 62,9°. 
esem Vitamin D,-anisat: 0,25 g Vitamin D, und 0,3 g Anisoyl- 
ache fF chlorid wurden in Pyridin gelést und 12 Stunden bei Zimmer- 

| temperatur stehen gelassen. Der auf die iibliche Weise isolierte 

Veise | ‘ster wurde mehrmals aus Aceton umkrystallisiert und so in 
nden @ ‘chdnen derben Blécken erhalten, die bei 99,5—101° schmolzen; 
strug [F sie sind leicht léslich in Ather, ziemlich schwer léslich in kaltem 
urde [F Aceton, schwer ldslich in Methylalkohol. Ausbeute 80°/, d. Th. 
dem : 7,8 mg Subst.: 2 cem Chloroform; / = 1 dm. 
uri ; O54, = + 0,589; ap = + 0,479; [o]}t = + 120°; [o]2i,, = + 148,5°% 
lost, 7 4,680, 4,266 mg Subst: 13,900, 12,670 mg CO,. — 3,790, 3,590 mg H,0. 
Tage 4 C,,H;,0, Ber. C 81,45 H 9,50 
thyl Gef. ,, 81,00, 81,00 » 9,06, 9,42. 
6B Oe Durch Verseifung des Anisats wurde Vitamin D, von rich- 
aus ; tigem Schmelzpunkt und richtiger Drehung erhalten. 





') Liebigs Ann. 489, 267 (1931). 
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Vitamin D,-phenylurethan: 0,25 Vitamin D, und 0,5 cen 
Phenyl-isocyanat wurden in benzolischer Liésung unter Luftab. 
schluB in ein Rohr eingeschmolzen und 10 Tage bei Zimmer. 
temperatur aufgehoben. Nach dieser Zeit wurde das Benzol und 
das iiberschiissige Phenyl-isocyanat im Hochvakuum abdestillier 
und der Ester wiederholt aus Aceton umkrystallisiert; es wurden 
so schéne lange Nadeln erhalten, die noch aus Chloroform- 
Athylalkohol umkrystallisiert wurden; sie sind leicht léslich iy 
Chloroform, etwas schwerer in Athylalkohol und Methylalkohol, 
Schmelzp. 122°. Zur Isolierung des Vitamins D, aus Gemischen 
eignet sich das Phenylurethan nicht, da es ziemlich leicht léslicl 
ist und in unreinem Zustande 6lig ausfiallt. 


6,5 mg Subst.: 2 cem Chloroform, 1 =1 dm, ap= + 0,16°, os4g, = + 0,18" 


[a)h° = + 49,2°, [o]518, =+ 55,4°, — 3,270 mg Subst.: 9,785 mg CO,, 
2,780 mg H,O. — 4,353 mg Subst.: 0,11 cem N, (19° 753 mm). 
C;,H,O,.N Ber. C 81,49 H 9,58 N 2,72 
Gef. ,, 81,61 9,51 » 2,93. 


Uberbestrahlung von Vitamin D,. 1g Vitamin D, wurde in 
der gleichen Weise wie das Lumisterin in alkoholischer Liésung 
50 Stunden mit der Quecksilberlampe bestrahlt. Die Aufarbei- 
tung des Bestrahlungsproduktes geschah ebenso wie in den beiden 
anderen Fallen iiber die Allophanate. Dabei lieBen sich auch 
in diesem Falle Suprasterin I und II mit Sicherheit nachweisen. 


Untersuchung, ob Vitamin D, sich bei der Bestrahlung in 
Tachysterin, Lumisterin oder Ergosterin zuriickverwandelt. Ehe ich 
diese Versuche durchfiihren konnte, muBte ich zunichst eine 
méglichst quantitative Methode zum Nachweis von Tachysterin, 
Lumisterin und Ergosterin ausfindig machen. Leicht ist die Be- 
stimmung des Ergosterins, da es im Gegensatz zu den drei 
photochemischen Umwandlungsprodukten quantitativ durch Digi- 
tonin gefallt wird; auch der Nachweis des Tachysterins ist 
nicht schwierig, da es rasch mit Citraconsiureanhydrid zu einer 
charakteristischen Additionsverbindung zusammentritt. Etwas 
komplizierter ist dagegen der Nachweis von Lumisterin, der 
sich auf folgende Reaktionen griindet: Bei der Behandlung von 
Lumisterin mit Chlorwasserstoff geht es ziemlich glatt in Iso- 
lumisterin iiber.') Iso-lumisterin fallt zwar selbst nicht mit Dr 
gitonin, wird aber durch Erhitzen mit Natriumathylat in ein 
Epi-iso-lumisterin verwandelt, das eine fast unlésliche Digitonin- 





1) Liebigs Ann. 493, 270 (1932). 
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anlagerungsverbindung liefert. Ich habe mich iiberzeugt, dab 
das Vitamin unter diesen Bedingungen nicht in ein fillbares 
Isomeres tibergeht und daB man nach diesem Verfahren noch 
verhaltnismaBig geringe Mengen Lumisterin nachweisen kann: 

0,36 g Vitamin D, und 0,04 g Lumisterin wurden in Chloroform gelist 
und 20 Minuten mit trockenem Chlorwasserstoffgas behandelt; dann wurde 
die Lésung mit Natriumbicarbonat und Wasser gewaschen, getrocknet und 
verdampft; der hinterbleibende dlige Riickstand wurde mit Natriumithylat 
14 Stunden auf 190° erhitzt; das mit Wasser ausgefillte Reaktionsprodukt 
wurde in 200 cem 90°/,igem ‘Alkohol gelést und mit einem Uberschu8 einer 
1°/,igen alkoholischen Liésung von Digitonin versetzt. Es fiel ein Nieder- 
schlag aus, der nach dem Absaugen und Waschen mit verdiinntem Alkohol 
und Ather 0,048 g wog, was 12 mg Epi-iso-lumisterin entspricht. 


Nach diesem Vorversuch habe ich die Priifung am bestrahlten 
Vitamin D, selbst vorgenommen: 4 g Vitamin D, wurden in 
einem Uviolrohr in absolutem Ather gelést. Nach dem Vertreiben 
der Luft wurde das Rohr zugeachmolzen und in einem Uviol- 
mantel, durch den Kiihlwasser floB, drehbar angebracht.') Als 
Lichtquelle diente eine nahe am Kiihlmantel befindliche Quarz- 
quecksilberlampe. Nach 16stiindiger Bestrahlung wurde das Rohr 
gedffnet und der Ather abgedampft. Eine Probe des Riickstands 
gab mit alkoholischer Digitoninlésung keine Fiallung, war also 
frei von Ergosterin; eine andere Probe wurde in méglichst 
wenig Aceton gelést und mit Vitamin D,, der Anlagerungs- 
verbindung Lumisterin-Vitamin D,, geimpft, es trat aber keine 
Krystallisation ein. 

Zur Prifung auf Tachysterin wurde die Hauptmenge des 
Riickstandes in Ather gelést, mit 2 ccm Citraconsiureanhydrid 
versetzt und 7 Tage bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach 
der iiblichen Aufarbeitung stellte es sich heraus, daf sich nur 
4,5°/, des Riickstands mit Citraconsiureanhydrid verbunden 
hatten; das ist etwa dieselbe Menge, die man unter denselben 
Bedingungen auch aus Vitamin D, erhilt. Die Anlagerungsver- 
bindung lieB sich mit Essigsiureanhydrid nicht in das krystalli- 
sierte Acetylderivat iiberfiihren. Die Anwesenheit einer irgendwie 
nennenswerten Menge Tachysterin im Reaktionsprodukt ist damit 
ausgeschlossen. 

Der gegeniiber Citraconsiureanhydrid indifferente Anteil des 
Bestrahlungsproduktes wurde in absolutem Pyridin gelést und mit 


1) Beschreibung der Apparaturen, Nachr. Ges. Wissensch. Gottingen, 
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3 g Dinitro-benzoyl-chlorid eine Stunde auf dem Wasserbad er- 
warmt. Bei der Aufarbeitung, die schon mehrfach beschrieben 
worden ist, wurden 0,70 g reines Vitamin D,-dinitrobenzoat vom 
Schmelzp. 148° erhalten. Zur Priifung auf Lumisterin wurden 
die Mutterlaugen des Vitamin D,-dinitro-benzoats mit methyl- 
alkoholischer Kalilauge verseift; das Verseifungsprodukt wurde in 
trockenem Chloroform gelést und die Lésung 30 Minuten mit 
trockenem Chlorwasserstoff behandelt; die Chloroformlésung wurde 
mit Natriumbicarbonat und Wasser gewaschen, getrocknet, ein- 
gedampft und der Riickstand im Bombenrohr 12 Stunden mit 
Natriumithylat auf 200° erhitzt. Das Reaktionsprodukt wurde 
mit Wasser gefallt, der unlésliche Anteil in 90°/,igem Alkohol 
gelést und mit einer 1°/,igen alkoholischen Digitoninlésung ver- 
setzt. Es entstand auch nach lingerem Stehen kein Niederschlag. 

Damit ist der Beweis erbracht, daB bei Bestrahlung des 
Vitamins D, Lumisterin gar nicht oder héchstens in Spuren entsteht. 





Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von Januar 1931 bis Ok- 
tober 1932 unter Anleitung von Herrn Professor Dr. A. Windaus im all- 
gemeinen Universitatslaboratorium zu Géttingen ausgefiihrt. 

Herrn Professor Windaus bin ich fiir seine Anregungen und das 
Interesse, das er meiner Arbeit geschenkt hat, zu stetem Dank verpflichtet. 

Der Studienstiftung des Deutschen Volkes, die mir durch ihre grob- 
ziigige Unterstiitzung die Durchfiihrung meiner Studien erméglichte, méchte 
ich an dieser Stelle ganz besonders danken. 















Eine Methode zur Bestimmung 

der Bindegewebssubstanz (Kollagen) in Organen. 
Von 

G. Hoppe-Seyler und K. Lang. 


(Aus der staédtischen Krankenanstalt Kiel.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Januar 1933.) 


In einer Arbeit itber die Zusammensetzung der Leber, be- 
sonders ihren Bindegewebsgehalt, bei Krankheiten hat der eine 
von uns?) eine Methode zur Bestimmung des Kollagens als des 
Hauptbestandteiles des Bindegewebes angegeben. Diese Methode 
sriindet sich auf die Eigenschaft des Kollagens, durch Trypsin, 
wenn die Temperatur nicht iiber 70° steigt, nicht angegriffen zu 


_ werden, wihrend die EiweiBkérper aufgelést werden. Es wurden 


damals 50—100 g Lebersubstanz zu einer Bestimmung verwendet. 
Die Trypsinverdauung unter Toluolabschluf dauerte sehr lange 
und das Abfiltrieren des ungelésten Kollagens wurde stark er- 
schwert, weil sich das Filter rasch verstopfte. Dadurch wurden 
diese Bestimmungen sehr umstiindlich und langwierig. Es ergaben 
sich aber brauchbare Resultate, indem sich die Vermehrung des 
Bindegewebes bei verschiedenen Krankheiten, insbesondere bei 
den Leberzirrhosen, gut quantitativ darstellen lief. 

Wir haben uns nun bemiiht, die Bindegewebsbestimmung 
unter Anwendung neuerer Arbeitsmethoden und durch Arbeiten 
mit kleineren Organmengen zu verbessern, namentlich die Aus- 
fihrung zu beschleunigen, und sind dabei zu der folgenden Methodik 
gekommen: 

Das Organ wurde méglichst stark zerkleinert und dann etwa 
0g des Organbreies genau auf der Analysenwage in ein 100 ccm 
fassendes Zentrifugenglas eingewogen. Der Organbrei wurde darauf 
24 Stunden lang mit absolutem Alkohol, sodann noch mit Ather 
extrahiert. Nachdem durch Dariiberblasen eines warmen Luft- 
stromes der Ather entiernt war, wurde der Riickstand in 80 ccm 
Phosphatpuffer von p,, = 8,0 suspendiert und 1g eines gut wirk- 





) Diese Z. 98, 285 (1917). 
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1 | Scha.| 56 | 2200 | 1, | 40,0 14,3) 314] — — 
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Nr. Krankheit 








1 | Diabetes, Arteriosklerose | Bindegewebe nicht gewuchert, Verfettung 


2 | Uteruscarcinom, Leber- | Bindegewebe infiltriert, aber nicht ver- 
metastasen mehrt, miBige Verfettung 

3 | Potator, Stauung, Arterio- | Bindegewebe gewuchert, infiltriert, Stauung 
sklerose 

4 | Fettleber, Arteriosklerose | Bindegewebe gewuchert, infiltriert, Ver- 

fettung 

5 | Diabetes, Bronchopneu- | Bindegewebe nicht vermehrt, Zellen ge- 

monie quollen, Verfettung, Stauung 


6 | Arteriosklerose, Schrumpf- | Bindegewebe nicht vermehit, Zellen atro- 
niere, Atrophie phisch, Stauung 








i ; Arteriosklerose, Schrumpf- | Bindegewebe etwas gewuchert, Stauung, 
| nieren, Pneumonie Verfettung, Zellen zum Teil atrophisch 


samen kiuflichen Trypsinpriparates zugefiigt. Dann wurde der 
Ansatz mit Toluol iiberschichtet und gut zugekorkt fiir etwa 
3 Wochen in den Brutschrank gestellt. Von Zeit zu Zeit wurde 
der Inhalt der Glaser aufgewirbelt und die Partikelchen mit 
einem Glasstabe zerdriickt. Nach beendeter Verdauung wurde 
scharf zentrifugiert und die oben stehende Fliissigkeit mittels der 
in der Mikromethodik des Blutes gebrauchlichen Absaugevorrich- 
tung entfernt. Vereinzelt gelang das Sedimentieren nur mangel- 
haft, in diesen Fallen wurde nach Entfernung des Toluoles etwas 
Alkohol zugesetzt und von neuem zentrifugiert, worauf glattes 
Sedimentieren erfolgte. Der Riickstand wurde dann griindlich 
mit Wasser verrieben, wieder zentrifugiert, das Waschwasser ent- 
fernt und diese Manipulation so oft wiederholt, bis nur noch 
unbedeutende Spuren Phosphat im Waschwasser nachweisbar 
















Zur Bestimmung der Bindegewebssubstanz (Kollagen) in Organen. 195 
































——- — aren. Dann wurde der Riickstand mit absolutem Alkohol und 

asser [P Ather extrahiert, auf ein gewogenes Filter filtriert, bei 105° zur 
| Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen. 

ab- Als Beispiel fiir die Brauchbarkeit dieser Methode fiihren wir 


7 st _ die nebenstehenden Bestimmungen an (vgl. Tabelle). Als Vergleich 
) iss IE sind die in friheren Arbeiten gefundenen Mittelzahlen an nor- 
1207 [F malen Lebern eingesetzt. Prozentual ist die Menge des Binde- 
| ban _  gewebes in den Fallen 2, 4 und 6 ziemlich normal, bei 1 und 
/i49; [EB 5 m&Big vermehrt, bei 3 und 7 deutlich vermehrt. Bei den 
663 J jetzteren Fallen ist auch im mikroskopischen Bilde das peripor- 
fae tale Bindegewebe gewuchert. Die absolute Bindegewebsmenge 
105) ist normal im Falle 2, verringert bei 6 (Atrophie), leicht vermehrt 
—— — bei 4 und 7, stark vermehrt bei 1, 3 und 5, wo es sich zum 
Teil um stark vergréBerte Lebern handelt (Hypertrophie bei 
Diabetes). 
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Uber die Ergotetraene. 
Von 


A. Guiteras. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitéts-Laboratorium Géttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Januar 1933.) 


Bei der Behandlung des Ergosterins mit Phosphoroxychlorid 
erhielt O. Rygh?)an Stelle des erwarteten Ergosterylphosphats einen 
Kohlenwasserstoff, das Ergotetraen A, dem er die Formel C,,H,, 
erteilte; diese ist auf Grund der neuen Analysen von Ergosteryl- 
estern”) in C,,H,, umzuiindern. Durch halbstiindiges Kochen mit 
Essigsiureanhydrid lagert sich der Kohlenwasserstoff in ein Iso- 
meres um, das Rygh als Ergotetraen B bezeichnete. Dieselbe 
Umwandlung von A in B bewirkt auch Sonnenlicht unter Zusatz 
von Kosin als Sensibilisator. Beim Erhitzen von Ergosterin mit 
Pyridin und p-Toluolsulfochlorid hat W. Stoll’) unmittelbar das 
Ergotetraen B erhalten. Bei der Behandlung mit Natrium und 
Athylalkohol (bzw. Amylalkohol) bleibt das Tetraen B unveriindert, 
wahrend Tetraen A einen neuen Stoff gibt, den Rygh als Di- 
hydroergotetraen A angesprochen hat. Die Schmelzpunkte 
und Drehungen der drei Kohlenwasserstoffe sind nach Rygh die 
folgenden: 


Ergotetraen A ....... Schmelzp. 97° [«]2° + 176° (Chloroform) 
Dihydroergotetraen A... - 98° [o]2° + 121° " 
ErgotetraenB........ . 105° [a]2° + 93° " 


In allen drei Verbindungen lassen sich durch Titration mit 
Benzopersiure nur drei Doppelbindungen nachweisen; aus den 
Analysen allein 1iBt sich nicht mit voller Sicherheit entscheiden, 
ob das ,Dihydroergotetraen A“ wirklich zwei Atome Wasser- 
stoff mehr enthilt als seine Muttersubstanz. Alle drei Kohlen- 
wasserstoffe zeigen merkwiirdigerweise dasselbe Absorptions- 





1) Diese Z. 185, 99 (1929). 
*) Windaus u. Liittringhaus, Nachr. Ges. Wiss. Gottingen 1932. 
) Diese Z. 202, 235 (1931). 
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spektrum mit einem Maximum bei 260 my. Das die beiden 
isomeren Tetraene A und B dasselbe Absorptionsspektrum be- 
sitzen, ist nicht iiberraschend. DaB aber bei der Bildung des 
,Dihydroergotetraens A“ das Absorptionsspektrum unverandert 
bleiben soll, ist unverstindlich, besonders wenn man bedenkt, dab 
der Angriff des Hydrierungsmittels an den konjugierten Doppel- 
bindungen erfolgen miiBte. Es ist daher nicht unwahrscheinlich, 
daB das ,,Dihydrotetraen A“ ger kein Dihydroderivat, sondern 
ein Isomeres des Tetraens A darstellt; ich habe darum versucht, 
ob sich das Tetraen A vielleicht auch ohne nascierenden Wasser- 
stoff in das ,sogenannte Dihydroergotetraen A“ umwandeln labt. 


Das ist tatsichlich der Fall; es hat sich herausgestellt, daB 
beim fiinfstiindigen Kochen einer amylalkoholischen Liésung von 
Ergotetraen A ein Isomeres entsteht, daB bei 98° schmilzt und 
fiir [w]i° den Wert + 121° zeigt. Es soll Ergotetraen C heiBen. 
Mit dem Ryghschen ,,Dihydroergotetraen A“, das durch mehr- 
fache Behandlung des Tetraens A mit Natrium und Alkohol ge- 
wonnen wird und genau dieselben Konstanten zeigt, gibt es keine 
Schmelzpunktserniedrigung; beim Kochen mit Essigsiureanhydrid 
bleibt das Tetraen © unverindert. Ubrigens wird auch Tetraen B 
nicht verindert, wenn es in amylalkoholischer Lésung erhitzt 
wird. Bei der Behandlung mit Chlorwasserstoff liefern Tetraen A, 
B und C sowie das angebliche ,,Dihydroergotetraen A“ dasselbe 
Hydrochlorid, das bei 116° schmilzt und fiir [@]j° die Drehung 
— 137° zeigt. Die Analyse stimmt auf die Formel C,,H,,Cl. 


Ks gibt also drei isomere Tetraene A, B und C, und das 
angebliche ,,Dihydroergotetraen A“ ist mit Ergotetraen C identisch. 


Ergotetraen C. 


Kine Lésung von 1 g Ergotetraen A in 50 ccm Amylalkohol 
wurde fiinf Stunden unter RiickfluB gekocht; beim Abkihlen 
schieden sich schéne Krystalle aus, die aus Athylalkohol um- 
krystallisiert wurden; sie schmolzen bei 98° und gaben mit dem 
,Dihydroergotetraen A“ keine Schmelzpunktserniedrigung. 


15,8 mg Subst., 2 cem Chloroform, | = 1 dm, 
a, = +0,96% [o)30 = + 121,5°% 
0,5 g Ergotetraen wurden in 50 ccm Chloroform gelést; in 


die eisgekiihlte Lésung wurde 2 Stunden trockner Chlorwasserstoft 
eingeleitet; dann wurde die Liésung mit verdiinnter Natrium- 
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carbonatlésung ausgeschiittelt und unter vermindertem Druck ein- 
gedampft. Der Riickstand, mehrmals aus Athylalkohol umkrystalli- 
siert, bildete Nadeln vom Schmelzp. 116°. 
3,302 mg Subst.: 9,770 mg CO,, 3,190 mg H,O. — 10,530 mg Subst.: 
3,750 mg AgCl. 
C,,H,Cl Ber. C 81,00 H 10,44 Cl 8,55 
Gef. ,, 80,69 ,, 10,80 ,, 8,80. 
15,3 mg Subst., 2 cem Chloroform, | = 1 dm, 
a =—1,05% [a]%° = — 187,2° 


Ergotetraen A, B und ,,Dihydrotetraen A“ gaben genau das- 
selbe Hydrochlorid. 

Das Hydrochlorid erwies sich als sehr reaktionstrige; es 
blieb unverindert beim Kochen mit Pyridin, ebenso mit methyl- 
alkoholischer Kalilauge oder mit alkoholischer Natriumacetatlésung. 
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Uber die Oleanolsiure (Guagenin). III. 


Die Oxydation der Acetyl-oleanolsaure und der Oleanolsadure 
mit Chromsaure. 


Von 


W. Schicke und E. Wedekind. 


(Aus dem ehemaligen Chemischen Institut der Forstl. Hochschule Hann.-Miinden.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Januar 1933.) 


In unserer letzten Mitteilung') berichteten wir iiber die 


| Identitiit des Sapogenins der Guajakrinde (Guagenin) mit dem Sapo- 
' genin der Zuckerriibe und vertraten fiir dieses Endsapogenin die 
| Formel C,,H,,0,, eine Auffassung, die besonders durch die Unter- 
' suchungen von A. Winterstein und G. Stein’) bestiitigt wurde. 
| Wir berichten heute, in Hinblick auf eine Veréffentlichung von 
| Kitasato und Sone?) iiber Oxydationsversuche mit Chromsiure, 
| die wir an der Acetyl-oleanolsiure und der Oleanolsiiure durch- 
- gefiihrt haben. 


Kitasato und Sone oxydierten Acetyl-oleanolsiure mit Chromsiure 


bei einer Temperatur von etwa 20°. Sie erhielten hierbei eine gut krystalli- 
| sierende neutrale Substanz vom Schmelzp. 277—280°, der sie die Formel 
| C,,H;,0, zuerteilten. Da Kitasato und Sone fiir das Sapogenin noch die 
_ Formel mit 31 Kohlenstoffatomen annehmen, so ist diese Formel um eine 
_ CH,-Gruppe zu vermindern; das Oxydationsprodukt muB, da bei der Oxy- 
_ dation kein Kohlenstoffatom entfernt wird, die Zusammensetzung C,,H,,0, 


besitzen. Auf Grund ihrer Versuche an der Acetyl-oleanolsiure bzw. am 


| Diacetyl-hederagenin nehmen sie an, da8 iiber ein J-Oxy-y-lacton als 


Zwischenprodukt schlieBlich aus der Acetyl-oleanolsiure ein -Keto-y-lacton 


_ entsteht; die Doppelbindung im Sapogenin soll an der y,d-Stellung zur 
_ Carboxylgruppe liegen. Kitasato und Sone wiesen nach, daB dieses 
| Lacton die Eigenschaft besitzt, mit Brom ein Monobromderivat zu liefern, 
' woraus sie schlieBen, daB sich in e-Stellung zur Carboxylgruppe eine 
_ Methylengruppe befinden mu8. Durch Behandlung mit methylalkoholischer 
_ Kalilauge erhielten sie das J-Keto-oleanolsiure-lacton der Formel C,,H,,0,, 
 dessen Schmelzpunkt iiber 300° liegen soll. Die Anwesenheit einer Keto- 
| gruppe im Molekiil wurde durch die Darstellung des Oxims des 6-Keto- 
| acetyl-oleanolsiure-lactons nachgewiesen. 





') Diese Z. 198, 181 (1931). *) Diese Z. 208, 9 (1932). 
*) Acta phytochim. (Tokio) 6, 179ff. (1932). 
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Wir selbst hatten schon vorher die Oxydation der Acety]-oleanolsiure 
unter energischeren Bedingungen als Kitasato und Sone — n&mlich be; 
einer Temperatur von 80° — durchgefiihrt. Wir erhielten hierbei ebenfalls 
eine neutrale Substanz, die bei 283° schmolz und deren Zusammensetzung 
und Eigenschaften uns darauf hinzuweisen schienen, daB es sich um da; 
bereits von Kitasato und Sone beschriebene d-Keto-acetyl-oleanolsiure. 
lacton handle. Die Substanz besaf die Zusammensetzung C,.H,,0, und 
durch Verseifung mit methylalkoholischer Kalilauge konnten wir das acety). 
freie Produkt isolieren, welches bei 325° schmolz und bei der Analyse auf 
die Formel C,,H,,0, stimmende Werte lieferte. Aus diesem konnten wir 
mit Hydroxylamin in alkoholischer Lésung leicht ein schén krystallisierendes 
Oxim darstellen. d 

Um einen direkten Vergleich der beiden Oxydationsprodukte™m | 
durchfiihren zu kénnen, haben wir die Oxydation nach den An. 
gaben von Kitasato und Sone wiederholt. Wir konnten dic 7 
Angaben dieser Autoren bestiitigen und fanden, daB die beiden 
Stoffe identisch waren. Der Mischschmelzpunkt der beiden Oxy. 
dationsprodukte ergab keine Depression. 

Wahrend Kitasato und Sone unter den von ihnen ge. 
wihlten Bedingungen jedoch als einzigstes Oxydationsprodukt 
das d-Keto-acetyl-oleanolsiure-lacton erhielten, entsteht bei der 
Oxydation der Acetyl-oleanolsiure bei 80° neben diesem Produkt 
eine Saiure, die wir in krystallisierter Form isolieren konnten, 
Sie schmolz bei 293—294° und die Analyse und Molekulargewichts- 
bestimmung ergab, daB sie die Zusammensetzung C,,H,,0, besab. 
In der Kalte verbrauchte 1 Mol Saéure 2 Mol Alkali, die Siure 
enthielt also 2 Carboxylgruppen; die Acetylbestimmung zeigte, 
daB eine Acetylgruppe in der Saure enthalten war. Damit waren 
die Funktionen von 6 Sauerstoffatomen nachgewiesen. Uber die 
Natur des letzten Sauerstoffatoms konnten wir keine Anhalts- 
punkte gewinnen, einer Ketogruppe — die wir vermutet hatten — 
scheint es nicht anzugehéren; denn es gelang uns nicht, ein Oxim 
oder Semicarbazon der Siiure darzustellen, wir erhielten bei allen 
diesen Versuchen das Ausgangsmaterial unverindert zuriick. Es 
bleibt also vorliufig nur die Annahme iibrig, daB das Sauerstofi- 
atom in oxydartiger Bindung vorliegt. 
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Durch Kochen mit methylalkoholischem Kali konnten wigf “" 
die Acetylgruppe entfernen und so die freie Oxy-dicarbonsaure 
isolieren. Sie schmolz bei 292° und die Analyse lieferte auf die ‘a 
Formel C,,H,,0, stimmende Werte. be 

Wahrend bei der Oxydation der Acetyl-oleanolsiure bei ge-f§ E 
wohnlicher Temperatur das Kohlenstoffgeriist des Sapogenins nicht & 
verindert wird, tritt bei energischerer Oxydation teilweise cil &S 
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Uber die Oleanolsiure (Guagenin). III. 901 


weiterer Abbau ein, aus dem Sapogenin werden 5 Kohlenstoff- 
atome entfernt. Man kann mit Sicherheit nur sagen, daf der 
Ring, welcher die sekundire Alkoholgruppe enthalt, bei der 
Reaktion nicht angegriffen wird, denn sowohl in dem d-Keto- 
acetyl-oleanolsiure-lacton wie in der Dicarbonsiure ist die Acetyl- 
gruppe noch vorhanden und man mu8 wohl annehmen, daB die 
Acetyl-dicarbonséure der Formel C,,H,,O, ein weiteres Abbau- 
produkt des d-Keto-acetyl-oleanolsiure-lactons darstellt. 

Eigenartigerweise gelang es uns nicht, den Methylester der Acety]l- 
dicarbonsiure bzw. der Oxy-dicarbonsiure in krystallinem Zustand zu iso- 
lieren. Beide Stoffe reagieren zwar heftig mit Diazomethan unter Stickstoff- 
entwicklung, doch hinterblieb beim Abdestillieren des Athers nur ein OI, 
welches trotz aller Bemiihungen und Anwendung der verschiedensten 
Lésungsmittel nicht zur Krystallisation zu bringen war. 

Wir haben nun versucht, durch Destillation der Acetyl-dicarbonsiure 
mit Essigsiureanhydrid vielleicht Aufschlu8 iiber die Stellung der Carboxyl- 
gruppen zueinander zu erhalten, doch ohne Erfolg. Bei einem Vakuum yon 
15 mm destillierte bei etwa 280° ein gelbes Ol iiber, welches nach dem Er- 


kalten zu einem gelben Glase erstarrte. Leider zeigte das Destillations- 
produkt nicht die geringste Neigung zur Krystallisation. 


Von besonderem Interesse war natiirlich die Frage nach der 
Natur der abgespaltenen 5 Kohlenstoffatome. Da in Hinblick auf 
die bei der Oxydation zur Verfiigung stehenden geringen Substanz- 
mengen wenig Hoffnung bestand, diesen Rest in dem Riickstand 
der Oxydation aufzufinden, versuchten wir, auf anderem Wege 
Klarheit zu gewinnen. Wir unterwarfen Oleanolsiiure der Oxy- 
dation mit Chromsiure in siedender Essigsiurelésung in der 
Weise, daB Essigsiure im selben Mafe abdestillierte, wie Oxy- 
dationsmischung hinzugegeben wurde. Das Destillat wurde mit 
Natronlauge alkalisch gemacht und abermals destilliert. 


Wenn bei der Oxydation ein fliichtiges Oxydationsprodukt 
entstanden war, so mu8te sich dieses nunmehr im Destillat nach- 
weisen lassen. Wir konnten nur feststellen, daB das Destillat 
Fehlingsche Lésung und ammoniakalische Silberlésung redu- 
zierte, aber es gelang nicht, ein definierbares Oxydationsprodukt 
zu isolieren. 

Als wir die eigentliche Oxydationsmischung untersuchten, 
fanden wir ein schén krystallisierendes Oxydationsprodukt, welches 
bei 187° schmolz. Die Substanz gab mit Diazomethan einen 
Ester vom Schmelzp. 180° und mit Hydroxylamin erhielten wir 
ein bei 299° schmelzendes Oxim. Wie die Analyse ergab, handelte 
es sich um ein Monoxim der Zusammensetzung ©,,H,,O,N. Die 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXV. 14 
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freie Séure war also eine Monoketo-carbonsdéure der Zusammen. 
setzung C,,H,,0,. Bei der Oxydation der Oleanolsiure mit Chrom- 
siure bei Zimmertemperatur erhielt Prelog?) eine Ketosiure der 
Zusammensetzung C,,H,,0,; sie schmolz bei 160—200° und sie 
wurde durch einen Methylester vom Schmelzp. 184—185° und ein 
Semicarbazon vom Schmelzp. 270° niher charakterisiert. Die ge- 
fundenen Analysendaten und die Schmelzpunkte der Séure und 
ihres Esters zeigen, daB die von uns isolierte Siure mit der Keto- 


oleanolsiure Prelogs identisch ist. 

Leider konnten wir aus den Mutterlaugen der Chromsiure- 
oxydation nach dem Abfiltrieren der Keto-oleanolsiure keine 
weiteren Krystalle mehr erhalten, so da wir iiber die Natur der 
abgespaltenen 5 Kohlenstoffatome keine Aussagen machen kénnen. 
Unter diesen Umstinden michten wir — zumal bei der bisher 
noch recht problematischen Natur der inzwischen fiir die Oleanol- 
siure aufgestellten Formulierungen — von einer Diskussion iiber 
die Bildung der Acetyl-dicarbonsiure der Formel C,,H,,0, vor- 
liufig absehen. Die Versuche werden fortgesetzt. 


Experimenteller Teil. 


Oxydation der Acetyl-oleanolsiure mit Chromsaure bei 80°. 
2 g Acetyl-oleanolsiure werden in etwa 200 ccm Eisessig gelést und in der 
Kilte allméhlich mit einer Lésung von 5 g Chromsiureanhydrid in wenig 
Wasser-Hisessig versetzt. Nachdem die Chromsiurelésung hinzugegeben 
war, wurde das Gemisch auf dem Wasserbade °%/, Stunde auf 80° erwirmt. 
Nach dem Erkalten der Lésung wurde die iiberschiissige Chromsiure mit 
Methanol reduziert und die Lésung in viel Wasser eingegossen. Die hierbei 
ausfallenden weiBen Flocken wurden in Ather aufgenommen und die ithe- 
rische Lésung mit 10°/,iger Sodalésung in bekannter Weise in neutralen 
und sauren Anteil der Oxydation getrennt. 

Neutralteil. (é-Keto-acetyl-oleanolsiure-lacton.) Die mit Natrium- 
carbonatlésung ausgeschiittelte itherische Lésung wurde mit geschmolzenem 
Natriumsulfat getrocknet und bis zur Trockne eingeengt. Der verbleibende 
Riickstand wurde in Athanol aufgenommen und die alkoholische Lésung 
auf dem Wasserbade bis zur beginnenden Triibung vorsichtig mit Wasser 
versetzt. Beim Erkalten schieden sich schwach gelb gefirbte Nidelchen 
aus, die nach dem Trocknen bei 270° schmolzen. Die Substanz wurde 
nochmals aus verdiinntem Athanol und reinem Methanol umkrystallisiert. 
Es wurden so glinzende weiBbe Nidelchen erhalten, die bei 283° schmolzen 
und bei wiederholtem Umkrystallisieren aus verdiinntem Eisessig ihren 
Schmelzpunkt nicht mehr verinderten. 


Aus 2 g Acetyl-oleanolsiure wurden 0,6 g der Substanz erhalten. 





') Collection des travaux chim. de Tschécoslovaquie 2, 413 (1930). 
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4,816, 4,878 mg Subst.: 13,195, 13,345 mg CO,, 4,03, 4,07 mg H,0. 


C,,H,,0, (512) Ber. C 75,00 H 9,37 
Gef. ,, 74,72, 74,61 » 9,36, 9,34. 


0,193 mg Subst. gaben in 2,910 mg Campher 4 = 5,6°. -— 0,348 mg Subst. 
gaben in 4,355 mg Campher 4 = 6,1°. 
CygH,,0, | Mol.-Gew. Ber. 512 Mol.-Gew. Gef. 490, 525. 


Verseifung des Neutralteiles. (d-Keto-oleanolsiure-lacton.) 0,1 g 
des neutralen Oxydationsproduktes wurde mit einer Lésung von 1 g Kalium- 
hydroxyd in 35 ccm Methanol auf dem Wasserbade 2 Stunden zum Sieden 
erhitzt. Die Lésung wurde nach dem Erkalten in verdiinnte Salzsiure 
eingegossen und die hierbei ausfallenden Flocken in Ather aufgenommen. 
Der nach dem Trocknen und Abdestillieren des Athers verbleibende Riick- 
stand wurde in Athanol gelést und die Lésung auf dem Wasserbade bis 
zur beginnenden Krystallisation mit Wasser versetzt. Beim Erkalten 
schieden sich feine Nidelchen aus, die nach dem Trocknen bei 317° 
schmolzen. Nach dem Umkrystallisieren aus verdiinntem Eisessig stieg der 
Schmelzpunkt auf 325° (ab 318° sinterte die Substanz) und inderte sich 
bei nochmaligem Umkrystallisieren nicht mehr. 

5,480, 5,240 mg Subst.: 15,280, 14,615 mg CO,, 4,82, 4,58 mg H,0O. 


Cy 9H,,0, (470) Ber. C 176,60 H 9,79 
Gef. ,, 76,07, 76,10 » 9,84, 9,78. 


Oximierung des Verseifungsproduktes. 0,1 g der Substanz 
vom Schmelzp. 325° wurde in 30 cem absolutem Athanol gelést und nach 
Zugabe von 0,1 g Hydroxylamin-chlorhydrat und 0,14 g geschmolzenem 
Kaliumacetat 3 Stunden zum Sieden erhitzt. Es wurde sodann vom aus- 
geschiedenen Kaliumchlorid abfiltriert und die Lésung in der Wirme bis zur 
beginnenden Krystallisation mit Wasser versetzt. Beim langsamen Erkalten 
schieden sich feine, lange, verfilzte Nadeln aus, die nach dem Umkrystalli- 
sieren aus verdiinntem Athanol unter Zersetzung bei 222—223° schmolzen. 

3,141 mg Subst.: 0,064 cem N, (21,5°, 762 mm). 


Cy,H,,0,N (485) Ber. N, 2,88 Gef, N, 2,36. 


Saurer Anteil der Oxydation. Die Sodalésung, mit der der 
iitherischen Lésung des Oxydationsgemisches die sauren Anteile entzogen 
worden waren, wurde mit Salzsiiure angesiuert und die ausgeschiedenen 
Flocken in Ather aufgenommen. Der nach dem Trocknen und Abdestillieren 
des Athers hinterbleibende Riickstand wurde in Athanol gelést und die 
Lisung in der Kilte bis zur starken Triibung mit Wasser versetzt. Die 
Triibung wurde mit Aceton wieder beseitigt und die klare Lésung auf dem 
Wasserbad langsam eingeengt. Es schieden sich hierbei derbe Krystalle 
aus, die nach dem Umkrystallisieren aus Ather—Petrolither und verdiinntem 
Lisessig bei 298—294° schmolzen und bei weiterem Umkrystallisieren ihren 
Schmelzpunkt nicht mehr verinderten. 

Aus 2g Acetyl-oleanolsiure wurden 0,2 der Siure erhalten. 

4,708, 5,013, 4,722 mg Subst.: 11,710, 12,495, 11,790 mg CO,, 3,64, 3,78, 
3,63 mg H,0. 

C,H yO, (476) Ber. C 68,07 H 8,40 

Gef. ,, 67,83, 67,98, 68,10 ,, 8,65, 8,44, 8,60. 
14* 
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0,222 mg Subst. in 3,020 mg Campher gaben 4 = 6,1°. — 0,262 mg Subst. 
in 4,650 mg Campher gaben 4 = 4,7. 


C,,H,,0, Mol.-Gew. Ber. 476 Mol,-Gew. Gef. 482, 479. 
Titration: 30,1, 42,9 mg Subst. verbrauchten 0,653, 0,925 cem 0,02 n-NaOH. 
C.,H,00, (2-basisch) Aquiv.-Gew. Ber. 238 Aquiv.-Gew. Gef. 231, 239. 


Acetylbestimmung (nach Kég1): 55,3 mg Subst. verbrauchten 0,553 cem 
0,02 n-NaOH. 
C,,H,,0, (1 Acetylgruppe) Ber. C,H,O 9,04 Gef. C,H,O 8,63. 


Die Siure enthilt keine Ketogruppe; bei Versuchen, ein Oxim oder 
Semicarbazon darzustellen, wurde die Substanz stets unverindert zuriick- 
gewonnen. 

Um Aufschlu8 iiber die Stellung der Carboxylgruppen zueinander zu 
erhalten, wurde die Siéiure mit Essigsiureanhydrid bei einem Vakuum von 
15 mm destilliert. Bei etwa 280° destillierte ein gelbes, zihfliissiges 
iiber, das mit wenigen Krystallen durchsetzt war und beim Erkalten zu 
einem gelben Glase erstarrte. Es gelang nicht, das Destillat zur Krystalli- 
sation zu bringen. 

Verseifung der Siiure. 0,8 g der Siure wurden mit methylalko- 
holischer Kalilauge 2 Stunden zum Sieden erhitzt. Die Lésung wurde in 
verdiinnte Salzsiure eingegossen und die ausgefallenen Flocken in Ather 
gelést. Der nach dem Trocknen und Abdestillieren des Athers verbleibende 
Riickstand wurde in Athanol gelést, die Lésung bis zur beginnenden Triibung 
mit Wasser versetzt und an der Luft langsam verdunsten lassen. Es schied 
sich hierbei ein mit Krystallen durchsetztes Ol ab; das Ol wurde durch 
vorsichtiges Zugeben von Aceton wieder in Lésung gebracht und die 
Krystalle abgesaugt. Nach dem Umkrystallisieren aus verdiinntem Athanol 
schmolz die Substanz bei 292°. Aus der Mutterlauge konnten keine weiteren 
Krystalle mehr erhalten werden. 

4,930, 4,980 mg Subst.: 12,525, 12,615 mg CO,, 3,80, 3,87 mg H,0 
(0,01 mg Rest). 

C,;H;,06, Ber. C 69,12 H 8,76 
Gef. ,, 69,32, 69,24 , 8,68, 8,71. 


Oxydation der Acetyl-oleanolsiure nach Kitasato und Sone. 
Nach der Vorschrift von Kitasato und Sone (a. a. 0.) wurden 1,5 g Acetyl- 
oleanolsiure in 75 cem Eisessig gelést und mit einer Lésung von 1 g Chrom- 
siure in 62 ccm Eisessig langsam versetzt, wobei die Temperatur bei etwa 
20° gehalten wird. Nach iibernichtigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde 
die iiberschiissige Chromsiure mit Methanol entfernt, die Lésung in viel 
Wasser eingegossen und die ausfallenden Flocken in ‘Ather aufgenommen. 
Der itherischen Lésung wurden mit 10°/,iger Natriumcarbonatlésung die 
sauren Oxydationsprodukte entzogen. 

06-Keto-acetyl-oleanolsiure-lacton. Die itherische Lésung 
wurde mit entwissertem Natriumsulfat getrocknet und eingeengt. Der 
hinterbleibende Riickstand wurde in Athanol gelést und die alkoholische 
Lésung in der Wirme bis zur beginnenden Krystallisation mit Wasser ver- 
setzt. Nach wiederholtem Umkrystallisieren aus Methanol wurde die Sub- 
stanz in farblosen Tafeln vom Schmelzp. 280° erhalten. 








subst, 


), 


aOH., 
, 289, 


3 com 


8,63, 


oder 
riick- 


Tr Zu 
von 
s Ol 
n zu 
talli- 


ilko- 
le in 
ther 
2nde 
yung 
hied 
urch 

die 
anol 
eren 


H, 0 








Uber die Oleanolsiure (Guagenin). ILI. 905 





4,997, 4,480 mg Subst.: 13,670, 12,260 mg CO,, 4,160, 3,760 mg H,O. 


C,,H,,0, (512) Ber. C 75,00 H 9,37 
Gef. ,, 74,65, 74,67  ,, 9,82, 9,39. 


Der Mischschmelzpunkt des 6-Keto-acetyl-oleanolsiure-lactons mit dem 
pei der Oxydation der Acetyl-oleanolsiure mit Chromsiiure bei 80° erhaltenen 
neutralen Produkt vom Schmelzp. 283° ergab keine Schmelzpunktsdepression. 
Die beiden Substanzen sind also identisch. 

Saurer Anteil. Die Sodalésung wurde mit Salzsiure angesiuert und 
die hierbei ausfallenden sauren Anteile der Oxydation in Ather gelést. Der 
nach dem Trocknen und Abdestillieren des Athers verbleibende Riickstand 
wurde in wenig Athanol gelést, die Lisung mit Tierkohle gekocht und an 
der Luft langsam verdunsten lassen. Nach einigen Tagen hatten sich aus 
der Lisung geringe Mengen derber Krystalle abgeschieden, die bei 285° 
schmolzen. Anscheinend handelte es sich um die bei 294° schmelzende 
Dicarbonsiiure der Formel C,,H,,O;. Der Mischschmelzpunkt der beiden 
Substanzen ergab keine Depression. Zu einer niheren Untersuchung reichte 
das uns zur Verfiigung stehende Material leider nicht. 


Oxydation der Oleanolsdure mit Chromsaure in siedendem Eis- 
essig. 5g Oleanolsiiure wurden in 100cem 75°/,iger Essigsiiure gelést und 
in die siedende Lésung im Laufe von 2 Stunden eine Lésung von 5g Chrom- 
siureanhydrid in 50 ccm 25°/,iger Essigsiiure hinzutropfen lassen. In dem 
gleichen MaBe wie das Oxydationsgemisch hinzugegeben wurde, wurde am 
absteigenden Kihler Essigsiure abdestilliert. 

Das Destillat wurde bis zur alkalischen Reaktion mit reiner Natron- 
lauge versetzt und wieder destilliert. Es wurde so ein schwach gelb ge- 
firbtes Destillat erhalten, welches einen etwas stechenden, aber nicht 
unangenehmen Geruch besa8. Das Destillat reduzierte Fehlingsche Liésung 
und ammoniakalische Silberlésung, gab aber mit Natriumbisulfitlésung und 
mit p- -Nitrophenyl- hydrazin keine Fillung. 

Die in der Oxydationsmischung im Uberschu8 vorhandene Chromsiiure 
wurde mit Methanol reduziert und die Lésung in Wasser eingegossen. Die 
ausgeschiedenen Flocken wurden in Ather gelést und der Ather nach dem 
Trocknen mit entwissertem Natriumsulfat abdestilliert. Es hinterblieb ein 
griin-gelbes Ol, welches in Athanol aufgenommen wurde. Beim langsamen 
Verdunsten an der Luft schieden sich in geringer Menge feine Nadeln aus, 
die bei 308° schmolzen. Mit Oleanolsiure vom Schmelzp. 310° gab diese 
Substanz keine Schmelzpunktsdepression; es handelte sich also um un- 
verindertes Ausgangsmaterial. Die Mutterlauge wurde bis zur Sirup- 
konsistenz eingeengt und sodann mit Methanol angerieben. Beim Stehen- 
lassen an der Luft schieden sich drusenférmig angeordnete feine Nadeln 
aus, die abgesaugt und aus Methanol umkrystallisiert wurden. Es wurden 
so gliinzende derbe Nadeln erhalten, die nach vorherigem Sintern bei 187° 
schmolzen. Die Substanz ist in Soda in der Kilte léslich; sie muB also 
eine Carbonsiure sein. 

Veresterung. Die Siure wurde in iiblicher Weise mit Diazomethan 
verestert. Nach dem Umkrystallisieren aus Athanol und Methanol zeigte 
der Ester einen Schmelzpunkt von 180°. 

Oximierung. Die Séure wurde in bekannter Weise mit Hydroxylamin- 
chlorhydrat und entwissertem Kaliumacetat oximiert und so eine Substanz 
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erhalten, die bei 290° unter Gelbfiirbung zu sintern begann, um unter Zer- 
setzung bei 299° zu schmelzen. Das Oxim ist leicht léslich in Ather, 
schwerer léslich in Athanol und Methanol. 


4,541 mg Subst.: 12,780 mg CO,, 4,040 mg H,O. — 2,957 mg Subst.: 
0,076 cem N, (22°, 758 mm). 


C,,H,,0,N (469) Ber. © 76,76 H 10,02 N 2,98 
Of , 115 .. ee 4 OM 


Die Analysendaten, der Schmelzpunkt der Séure und ihrer Derivate 
zeigen, daB die Siure mit der bereits von Prelog (a. a. O.) dargestellten 
Keto-oleanolsiure identisch ist. 

Aus der nach dem Abfiltrieren der Keto-oleanolsiiure verbleibenden 
Mutterlauge konnten keine weiteren Krystalle mehr erhalten werden. In 
allen Fiillen resultierten nur gelbe dlige Schmieren. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir 
fiir die Gewiahrung eines Forschungsstipendiums an den einen von uns 
(W. Schicke) und fiir die Gewihrung von Mitteln zur Beschaffung von 
Ausgangsmaterial zu groBem Dank verpflichtet. Fiir die freundliche Uber- 
lassung von Trockenschnitzeln haben wir auch Herrn Direktor Roessler 
von der Zuckerfabrik A.-G. in Demmin i. P. zu danken. Bei der Auf- 
arbeitung des Ausgangsmaterials wurden wir in bester Weise von Herrn 
H. Réske unterstiitzt, dem auch an dieser Stelle bestens gedankt sei. 
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subst. : 
Zur Kenntnis der Lipoidsubstanzen der Nebennieren. 

1. Mitteilung. 
rivate ff Methodik zur Aufarbeitung der Nebennieren 
tellten und Aufklarung des Fettanteiles derselben. 
enden bisa 
» In &f Curt Coester. 
d wir (Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. Br.) 
a (Der Schriftleitung zugegangen am 28. Januar 1933.) 
Uber: : 
3sler , ‘ “ , , ' 
Au. Uber die Inhaltstoffe der Nebennieren ist von verschiedener 
[erm [§ Seite gearbeitet worden. Wagner’) gibt eine Zusammenstellung 


der zur Lipoidgruppe gehérigen, bis 1910 aufgefundenen Stoffe 
und beschrinkt sich im iibrigen auf die Identifizierung der 
Kephalinfraktion. Zu gleicher Zeit und unabhiingig davon beschif- 
tigte sich Beumer?) mit Isolierungsmethoden der Lipoidsubstanzen 
und widmete sich eingehend den Phosphatiden. Beide Autoren 
haben die zwei die Hauptmasse ausmachenden Phosphatide, 
Lecithin und Kephalin, in den Handen gehabt; beide fanden in 
ihnen den N und P im Verhiltnis 1:1. Dagegen gehen die An- 
gaben iiber Stoffe aus der Gruppe der Diaminophosphatide und 
andere, die einen davon abweichenden N—P-Quotienten zeigen und 
in der fritheren Literatur als Cuorin und Jecorin beschrieben 
wurden, noch weit auseinander. Wagner begniigt sich bei der Schil- 
derung dieser in kleiner Menge aufgefundenen Stofie damit, da er 
sie als ,,sphingomyelinartig“ kennzeichnet. 

Vorliegende Arbeit beschrinkt sich auf eine gruppenweise 
Trennung der Lipoidkérper mit Hilfe geeigneter Lésungsmittel und 
gilt im wesentlichen der Aufklirung des in den Rindernebennieren 
in bedeutender Menge vorkommenden Neutralfettes, welches beson- 
ders auch Wagner beschrieben hat. In Ubereinstimmung mit den 
friheren Autoren [Wagner, Beumer, Rosenheim und Tebb’%)] 


1) Biochem. Z. 64, 73 (1914). 
®) Arch. f. exper. Path. 77, 304 ff. (1914). 
5) Rosenheim u. Tebb, Proc. of the Physiol. Soc. 38 (1909). 
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stellten wir fest, daB dieses in den ersten heiBen oder kalten 
Ather-, Alkohol- oder Benzolauszug geht und aus ihm in der 
Kalte durch Einengen erhalten wird. Rosenheim und Teb)h 
geben die krystallisierenden Massen als Stearinsiure und Chole- 
sterinester (-palmitat und -stearat) an. Beumer will Stearinsiure 
und Palmitinsiure erkannt haben. Wagner schlieBlich stellt das 
Krystallisat eindeutig als ein Fett hin und glaubt, die Substanz 
mit einem Dipalmitostearyl—Glycerid identifiziert zu haben, wofiir 
er den Schmelzp. 58,5—59°, Analyse und Verseifung geltend macht. 
Das Fett unserer Verarbeitung krystallisiert in zu Biischeln an- 
geordneten Nadeln und zeigt den Schmelzp. 57,5—58°; ganz klar 
wurde der Flissigkeitstropfen erst bei 60° Durch wiederholtes 
Umlésen aus Aceton, Alkohol und Methanol konnte der Schmelz- 
punkt auf 63° gesteigert werden; dabei bleibt allerdings ein sel 
groBer Teil des Fettes in den Lisungsmitteln. Die Verbrennungs- 
resultate stimmen mit denen von Wagner iiberein. Ein Vorliegen 
von freier Séiure konnte durch das Verhalten gegen NaOH aus- 
geschlossen werden. Nach der Verseifung des Fettes wurden bei der 
Titration der erhaltenen Siuren mit n/10-Lauge regelmaBig Werte 
gefunden, die ausschlieBlich auf Stearinsiiure paBten. Auch beim 
Trennungsversuch desSiurerohproduktes durch fraktionierte Fallung 
der Bariumseifen wurde in den einzelnen Fraktionen wiederum 
nur Stearinsiure ermittelt. Der Schmelzpunkt der Rohsiure lag 
bei 54% durch Umkrystallisieren stieg er auf 68—69°% Die iso- 
lierten Saéuren aus den fraktionierten Fallungen zeigten das gleiche 
Verhalten und ergaben mit Palmitinsiure eine deutliche, mit 
Stearinsiure dagegen keine Depression. Ihre Verbrennungswerte 
wiesen ebenfalls auf Stearinsiure hin. Als Molekulargewicht wurde 
aus der Titration der Rohsiure und der getrennten Saiuren 281, 
287, 284 bzw. 283 und 287 errechnet; fiir ein Gemenge aus 
Palmitin- und Stearinsiure (2:1), wie Wagner annimmt, wiirde 
sich die MolekiilgréBe von 266 ergeben. Es scheint danach in 
dem Fett ein Tristearat vorzuliegen. 

Bei der Verseifung des Fettes ging in die Atherausschiittelung 
eine kleine Menge (1—2°/,) einer wei8en, durchscheinenden, bei 
30° schmelzenden und bei 25° wieder erstarrenden, wachsartigen 
Masse, die als Verunreinigung fiir die Erniedrigung des Schmelz- 
punktes (Tristearat = 71,5°) verantwortlich gemacht werden diirfte. 

Bei unserer Aufarbeitung fiel das Fett aus dem auf etwa 
ein Viertel des Volumens eingeengten Atherextrakt im Eisschrank 
aus; durch weiteres EKinengen wurden neue Mengen gewonnen. In 
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- dem Extrakt verbleiben jedoch noch erhebliche Anteile von Fett, 
- die erst mit den nachfolgenden Lisungsmitteln von der Phos- 
| phatidfraktion vollstandig getrennt werden. Unter den allerersten 
| Abscheidungen in der Kalte befindet sich ein Kérper von weiblich- 
| opaker Farbe, der aus Methylalkohol in kleinen Nadeln heraus- 
| kommt. In der Nahe des Schmelzpunkts, der 185—187° betrigt, 
' farbt sich die Substanz briunlich. Beumer hat den Kérper als 
| Sphingomyelin beschrieben und fand ein N—P-Verhiltnis von 2:1. 
' Rosenheim und Tebb geben an, neben Sphingomyelin das P- 
' freie Galaktosid Cerebron (Phrenosin) gesehen zu haben. Ich 
' mochte ebenfalls glauben, da8 ein Gemisch von Diaminophos- 
_ phatid und Cerebrosid vorliegt. Der N—P-Quotient betragt nach der 


Analyse 4,5:1. Der K6rper gibt deutlich die Kohlehydratreaktion 


nach Molisch. Eine Zerlegung der Substanz wurde wegen geringer 
| Ausbeute vorliufig zuriickgestellt. 


Ein vélliges Befreien des Atherextraktes der Nebennieren vom 


Fett gelingt, wie oben ausgefiihrt, erst, wenn die Phosphatide 
| durch Aceton niedergeschlagen werden. Dabei scheidet sich beim 
_ Abkihlen aus der tiberstehenden Fliissigkeit das Fett in Krystallen 
| an der Wandung aus. Die letzten Reste gehen schlieBlich in den 
| Alkohol, welcher auBerdem das Lecithin von dem zuriick- 
| bleibenden Cephalin trennt. Das Reinigungsverfahren fiir Lecithin 
_ mit CdCl,, wie es Levene’) vorschligt, liefert gute Resultate, da 
- schon nach einmaliger Fallung iiber die Komplexverbindung die 
_ Analysenwerte mit seinen Angaben gut iibereinstimmen. Von einer 
_ Rektifizierung der Phosphatide, insbesondere des bei der Ver- 
_ arbeitung zuriickbleibenden Cephalins, dessen Elementaranalyse 
' in fast allen Werten gegeniiber den Befunden von Wagner um 
| 5—10°/, differiert, wurde abgesehen, da ihre Untersuchung in 
_ einer spiiteren Mitteilung abgehandelt werden soll. Beide Phos- 
| phatide hatten ein N—P-Verhiltnis von 1:1. 


Beumer macht die Angabe, daB bei seinem Alkoholextrakt 


_ der Nebennieren in den durch Aceton fallbaren Niederschlagen 
_ zum iiberwiegenden Teil ein iither- und alkohollésliches Diamino- 
_ phosphatid sich befindet. Bei Anwendung von Ather als Extraktions- 
| mittel fiir Hammelnebennieren vermift man bei ihm diesen Befund. 
_ Letzteres Verhalten kénnen auch wir hestiitigen. Dagegen ver- 
' mochten wir aus dem Endprodukt bei der Trennung der lipoiden 
| Stoffe voneinander, dem Cephalin, wenn man es in Ather auf- 


') J. of biol. Chem. 72, 587 ff. (1927). 
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lést und in der Kalte stehen liBt, einen Kérper zu isolieren, dey 
allem Anschein nach wieder in die Gruppe des Sphingomyelins 
gehért. Er setzt sich nach einiger Zeit als weiBer Bodensatz ah 
und liefert aus Methanol ein gelbstichiges feinsandiges Pulver, 
das bei 211° unter Zers. schmilzt. Im Mikroskop zeigte es kleine, 
rundliche Gebilde, Sphiroide. Der N—P-Quotient betragt 5,5: 1, 
Da die Molischsche Reaktion stark positiv war, diirfte die Sub- 
stanz auch Cerebrosid enthalten. 
Auf die Substanzen, welche von dem Aceton aus dem Ather- 
extrakt gelést werden und nicht Glycerinester sind, wurde nicht niher 
eingegangen, Beim Einengen der Mutterlauge konnte Cholesterin 
durch Krystallform und Schmelzpunkt unschwer erkannt werden. 
Welche weiteren chemischen Individuen aus dem braunen Krystall- 
brei sich absondern lassen, bleibt einer noch folgenden Bearbeitung 
vorbehalten. 
Wesentlich fiir die Gewinnung von Kérpern aus der Diamino- 
reihe scheint mir, daf man die einzelnen Lipoid- und Fett- 
fraktionen einer gesonderten Atherbehandlung unterwirft, da die 
kleinen Mengen sphingomyelinartiger Produkte durch grdBere 
Lipoidkomplexe und Gemenge solcher mit Fetten Atherléslich 
werden. In gleichem Sinne spricht sich auch Beumer aus. 
Insgesamt wurden isoliert und z. T. aufgekliirt: 
1. ein Neutralfett: Tristearat. 
2. zwei Monoaminophosphatide: Lecithin und Cephalin. 
3. zwei Gemische aus Sphingomyelin und Cerebrosid. 
4, Cholesterin. 

Schema des Vorgehens: 
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Experimenteller Teil. 


20 kg vom duBeren Fett befreite Rindernebennieren wurden 
gemahlen und mit dem 1,5fachen Volumen Aceton wihrend zwei- 
tagigem Stehen unter wiederholtem Umriihren vom Wasser be- 
freit. Darauf wurde méglichst scharf abgesaugt und das Mahlgut 
im Vakuum bei 50° getrocknet. So erhielt man 4140 g¢ Ausgangs- 
material. Dieses wurde fein gepulvert und mit 15 Liter peroxyd- 
freiem Ather einer Extraktion unterworfen, in einem nach dem 
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; Soxhletprinzip gebauten Apparat unter Licht- und Luftabschluf 
' (CO,). Nach 48 Stunden wurde der braun gefarbte Ather ab- 
| gelassen. Kine Nachextraktion gab an den Ather nur unbedeu- 
' tende Anteile ab. Darauf wurde die Extraktionsfliissigkeit im 
- (O,-Strom auf dem Wasserbad auf etwa ein Viertel des Volumens 
' eingeengt und im Kisschrank aufbewahrt. Dabei entstand nach 
- kurzer Zeit ein weiBer Niederschlag, der von dem iiberstehenden 
; Ather abgetrennt, dekantiert und schlieBlich im Soxhlet von allen 
 iitherléslichen Beimengungen befreit wurde. Es blieb eine weibe 
' Masse zuriick, die beim Eintrocknen spriéde wurde und sich gut 
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pulvern lieB. Sie war ather- und acetonunléslich. Aus Methanol 
umgelést lieferte sie 1,13 g eines weiben, opaken Pulvers vom 


4 Schmelzp. 174—-175°. Nach nochmaligem Umlésen zeigte dieses 


im Mikroskop sehr kleine gebogene Nadeln; der Schmelzpunkt 
war auf 185—187° gestiegen; bei 160° beginnt die Substanz zu 


‘ erweichen unter leichter Braunfirbung. Die Zuckerreaktion nach 
_ Molisch war positiv. 


; 4,051 mg Subst.: 9,975 mg CO,, 4,090 mg H,0. C 67,15°/, H 11,30°/, 
7 3,387 ” ” 8,345 ” ” 3,450 ” ” ” 67,20 », 11,40 
5575 ,, 4  0,117eem N, (21°, 752 mm), N 2,41°/, 

$i, , 6%, ~ Om. » 2 


4517 ,, »  3,360mg Amm.—Phosphor-Molyb. = 1,16 °/, (Faktor: 0,014524) 
4,560 ,, »  8,950mg Amm.—Phosphor-Molyb. = 1,26 °/, 
Trockenbestimmung: 
51,660 mg Subst.: 3,970 mg = 7,69 H,O. — 8,205 mg Subst.: 0,582 mg 
= 7,09 H,O. 
Danach ist das Verhiiltnis N:P gleich 4,5: 1. 


Das Atherlisliche der Abscheidungen des Nebennierenextraktes 


_ wurde gesammelt und mit den beim Einengen des Extraktes immer 
| wieder auftretenden Niederschlaigen vereinigt. SchlieBlich wurde 
_ der Extrakt von der Hauptmenge des Athers befreit und mit 
| heiBem Aceton behandelt. Aus dem iiber der Phosphatidfiallung 
| stehenden Aceton krystallisierten in der Kilte weitere Mengen 
' des weiBen Produktes aus. Dieses Verfahren wurde solange wieder- 
' holt, bis an das Aceton nichts mehr abgegeben wurde. Bei der 
_ folgenden Trennung des Lecithins von der Cephalinfraktion traten 
_ beim Abkiihlen des Alkohols immer noch die weiBen Massen auf. 
' Diese wurden in simtlichen Ausbeuten vereinigt und aus Aceton, 
- Alkohol, Methanol und wieder Aceton mehrmals umgelist. Mit 
| einem Schmelzpunkt von etwa 50° lag das Produkt in einer Aus- 
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beute von 80 g vor und war nur noch schwach gelblich gefarbt, 
Durch weitere Reinigung treten erhebliche Verluste auf, inden 
groBe Mengen in den Lisungsmitteln bleiben. Als héchstey 
Schmelzpunkt wurde 63° beobachtet. Die Analysen wurden mit 
einem Produkt vorgenommen, das bei 57—58° schmolz und bej 
60° ganz klar war. Der Kérper verbrauchte keine Lauge, war 
also neutral. Jod wurde nicht addiert. 


3,365 mg Subst.: 9,43 mg CO,, 3,73 mg H,O. C 76,43°/, H 12,40%, 


es 4 aes, 4 Bae 5 12,24 
Berechnet auf Dipalmitostearat: ,, 76,18 9» 12,382 
* » Lristearat », 16,78 9) 12,45 


Zur Identifizierung der Fettsiuren wurden drei Verseifungen 
vorgenommen. 

3,025 g Fett lieferten 2,38 g Fettsiuren 
3,003 gC, ” 2,45 g ” 
8,035 g sé, - 2,63 g ”» 

Das gebildete Glycerin wurde erkannt an der Fahigkeit, 
Kupferoxyd in Alkali mit der typischen blauen Farbe zu lésen, 
an der Bildung von Acrolein, sowie an der Griinfarbung der 
Flamme durch den Borsiureester. 

Der Schmelzpunkt der Rohsiure nach der Verseifung betrug 
in allen Fallen 52—54°; nach einmaligem Umkrystallisieren aus 
Aceton stieg er auf 64°, in einem Falle auf 65—66°. Die Mischung 
aus Palmitinsiure und Stearinsiure im Verhialtnis 2:1 schmilzt 
bei 55,5° 

Die Titration der Rohsiure mit n/10-Lauge ergab folgende 
Resultate: 

0,8916 g Subst. verbr. 31,75 ccm n/10-NaOH, ber. auf Stearinsiure 

= 31,36 ccm n/10-NaOH 

0,5094 g Subst. verbr. 17,75 cem n/10-NaOH, ber. auf Stearinsiure 

= 17,90 ccm n/10-NaOH 

0,7069 g Subst. verbr. 24,85 ccm n/10-NaOH, ber. auf Stearinsiure 

= 24,88 ccm n/10-NaOH 

Aus diesen Befunden errechnen sich die Mol.-Gew. 281 bzw. 
287 bzw. 284. 

Darauf wurden die Natronseifen hergestellt aus den Sauren 
und in alkoholischer Lésung mit Bariumchlorid fraktioniert ge- 
fallt. In den ersten Niederschligen muBten sich die héher-, i 
den folgenden die niedermolekularen Siuren befinden. Die Ba-Salze 
wurden gespalten und die freien Siuren wiederum mit Lauge 
titriert. Dabei verbrauchten: 
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farbt, 0,4076 g der Saiure aus der ersten Fallung = 14,40 ccm n/10-NaOH, 
indem ber. auf Stearinsiiure = 14,34 cem 
chster 0,4194 g der Siiure aus der letzten Fillung = 14,45 eem n/10-NaQH, 
2 mit ber. auf Stearinsiiure = 14,59 ccm. 
d bei A Beide Werte entsprechen den Mol.-Gew. 283 bzw. 287. 
, war ie Die erstgewonnene Saure hatte den Schmelzp. 65°, die letztere 
_ 62,5°; nach zweimaligem Umlésen aus Aceton lag er bei 69 bis 
hia,  69,5° baw. 67,5—68". Mit Stearinsiure Merck (Schmelzp. 70,5 bis 
eo. 71°) erhielt ich bei beiden Saéuren keine Depression, mit Pal- 
2.39 | mitinsiure Kahlbaum (Schmelzp. 62,5—63,5°) eine solche von 
2,45 10—12° (55 bzw. 57°). 
ingen Die alkoholische Lecithinlésung wurde nach Levene mit 
CdCl, gefillt, das Cd-Salz wiederholt mit Ather ausgeschiittelt 
zur Entfernung etwaigen Cephalins und zentrifugiert. Dann sus- 
pendierte man das Komplexsalz in Chloroform bis zur Opalescenz 
' und fiigte trockenen ammoniakalischen Methylalkohol hinzu, so- 
gkeit _ lange ein Niederschlag entstand. Der Riickstand wurde mit Chloro- 
deen, Me form extrahiert und nochmal mit NH,—Methanol gefillt. Die ver- 
der — Cmigten Lésungen wurden auf dem Wasserbad im gewéhnlichen 
| _ Vakuum eingeengt, das im Kolben Verbliebene mit Ather auf- 
ses - genommen und die Lisung zur Trockene eingedampft. Dieses 
' ie ' Verfahren wurde dreimal wiederholt, schlieBlich der Riickstand 
une | 2 absolutem Alkohol gelést und filtriert. Nach dem Verfliichtigen 
ail it des Alkohols hinterblieben 115 g einer durchscheinenden, gelb- 
lich-braunlichen, viskésen Masse vom typischen Lecithingeruch. 
ende Zur Orientierung wurde eine Analyse ausgefiihrt: 


3,705 mg Subst.: 8,76 mg CO,, 3,59 mg H,O C 64,48°/, H 10,84°/, 
6,698 ,  ,, 0,112 cem N, (20,59, 729mm) N_ 1,87%, 

16,790 ,,  ,, 44,833 mg Amm.—Phosph.-Molyb. P  3,83°/,. 

Danach ist N: P = 1,08: 1,0. 


Die Alkoholfaillung der Phosphatide enthilt das Cephalin. 
Dieses wurde wiederholt mit absolutem Alkohol und Aceton durch- 
| geknetet und lieferte schlieBlich 220 g einer braunen, plastischen 
bzw. JF Masse, die als Rohprodukt anzusehen ist. 


16,940 mg Subst.: 39,60 mg Amm. Phosph. Molyb. P 3,40°, 


uren & ae 0,093 cem N, (22,5°, 731 mm) N 1,63°/, 

ge Fe 3,712 ,, ” 8,33 mg CO,, 3,31 mg H,O C 61,20%) H 9,98%/, 
, in & Das Verhiiltnis N:P betrigt 1,09: 1. 
salze Zur Entfernung aller Atherunléslichen Anteile wurde das 


auge @ Cephalin in etwa %/, Liter Ather gelést und in der Kilte stehen 
_ gelassen. Nach einiger Zeit bildete sich ein weiBer Niederschlag 
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der von der Atherlésung durch Zentrifugieren getrennt und de. 
kantiert, aus Methanol umgelést ein feinkérniges, schwach gelb. 
stichiges Pulver lieferte. Der Schmelzpunkt liegt bei 2183—215°. 
beim Schmelzen zersetzt sich der Kérper, nachdem er gegen 19()° 
sich zu braunen beginnt. Unter dem Mikroskop zeigt er kleine 
rundliche Gebilde in der Art von Sphiroiden. Die Reaktion 
nach Molisch ist stark positiv. Die Verbrennung gibt folgende 
Resultate: 

3,593 mg Subst.: 8,17 mg CO,, 3,18 mg H,O C 62,019), H 9,904, 

5,607 ,, » 0,117 cem N, (20,5°, 734mm) N_ 2,34, 

14,250 ,, » 9,03 mg Amm.—Phosph.-Molyb. P 0,90°/,. 

N und P stehen im Verhiiltnis 5,5: 1 zueinander. 


Zusammenfassung. 


Die vorliegende Arbeit ergab, da8 in dem atherischen Extrakt 
der getrockneten Nebenniere in der Hauptsache ein gesittigtes 
Neutralfett, ein Tristearat, enthalten ist. Die Nebenniere enthilt 
dieses Fett in viel gréBerer Menge als andere Organe, wie Gehirn, 
Leber und Milz. Neben Lecithin und Cephalin konnten aus dem 
itherischen Extrakt auch noch geringe Mengen nicht naher unter- 
suchter Gemische von cerebrosid- und sphingomyelinartigen Sub- 
stanzen isoliert werden. 
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Die Konstitution des Vitamins C.’) 


Von 


Fritz Micheel und Kurt Kraft. 


(Aus dem Allgemeinen chemischen Universitéts-Laboratorium in Géttingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Februar 1933.) 


Wir verdanken Szent-Gyérgyi (1932)’) die Erkenntnis, daB 


ein von ihm im Jahre 19283) aus Nebennierenrinden, Apfelsinen 


: und Kohl isolierter Stoff von der Zusammensetzung C, H,O, die 


a 
es 
eS 


_ Eigenschaften des antiskorbutischen Vitamins © besitzt. i Szent- 
> Gyorgy gab ihm die Formel eines Hexuronsiiurelactons und stellte 


sein ungewohnliches Reduktionsvermégen gegeniiber saurer Jod- 
i 


lésung und saurer Silbernitratlésung fest. Etwa gleichzeitig (1932) 
erkannten Tillmans und Mitarbeiter bei der Untersuchung der 


' verschiedensten Pflanzenextrakte die Parallelitat zwischen anti- 
i I skorbutischer Wirksamkeit und Reduktionsvermigen gegeniiber 
' saurer Jodlésung oder Indophenollésung.5) Es soll in diesem 
| Zusammenhange nicht die Frage erértert werden, ob der Stoff C,H,O, 
| das Vitamin C oder vielleicht seine Vorstufe ist. Zweifellos ist es der- 
| jenige gegenwirtig bekannte Stoff, der in reiner krystallisierter Form 
_ die gréBte antiskorbutische Wirksamkeit besitzt.®) AuBerdem ist 


bei pflanzlichen und tierischen Extrakten der verschiedenartigsten 


Herkunft und bei ihrer Konzentrierung eine weitgehend gesicherte 
Parallelitit zwischen Reduktionsvermégen gegeniiber Lésungen von 
Jod oder Indophenolderivaten und antiskorbutischer Wirksamkeit 





') Vgl. die Mitteilungen in Naturw. 21, 63 (1933) und Nature (1933) 
im Druck. 

*) Nature 130, 576 (1932). 8) Biochemic. J. 22, 1387 (1928). 

‘) Die Ergebnisse von O. Rygh u. Mitarbeitern [Diese Z. 204, 105, 
114 (1932)] miissen nach den zahlreichen Nachpriifungen als irrtiimlich be- 
zeichnet werden, vgl. Dalmer u. Moll, Diese Z. 209, 211 (1932); Ott u. 
Packendorf, Diese Z. 210, 94 (1932); Harris, Mills u. Innes, Lancet 223, 
235 (1932); Smith u. Zilva, Chem. u. Ind. 51, 166 (1932) u. a. Autoren. 

*) Biochem, Z. 250, 312 (1932) und zahlreiche Mitteilungen in Z. Unters. 


| Nahrgsmitt. usw. 


*) Schutzdosis fiir 1 Meerschweinchen etwa 1 mg pro Tag. 
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festgestellt worden.') Versuche von Karrer und Mitarbeitern? — 


zeigen, daB auch eine fraktionierte Krystallisation nicht zu ver. 


schieden wirksamen Fraktionen fihrt. Auch der quantitative Ver. & 


gleich der Absorption des reinen Stoffes (265 mp) und des anti. 
skorbutisch hochwirksamen dezitrierten Citronensaftes sprechen fii 
seine Identitit mit dem Vitamin C.*) Im folgenden soll der Stof 
C,H,O, als Vitamin C bezeichnet werden. 

Fiir das Vitamin C wurden bisher Formeln von Cox, Hirst 
und Reynolds’) und von Karrer?) aufgestellt. 

Die englischen Forscher geben folgende Formulierung fii 


das Vitamin: 
H,COH - CH (OH) - CH, -CO-CO+- COOH 


H,COH - CH (OH) - CH==COH - CO - COOH 


Diese Formeln stiitzen sich im wesentlichen auf die Bildung 
eines Di-phenyl-hydrazons und eines Di-p-brom-phenyl-hydrazons, 
die Analyse von Salzen und den oxydativen Abbau, der mit Hypo- 
jodid zur Abspaltung von 1 Mol Oxalsiure (Aufnahme von 2 Sauer- 
stoffatomen) und mit Permanganat zu einer Trioxybuttersiiure 
fihrt (Aufnahme von 3 Sauerstoffatomen). Das groBe Reduktions- 
vermégen gegeniiber Jod in saurer Liésung wird von ihnen durch 
dessen oxydative Einwirkung auf die enolische Doppelbindung 
erklart. 

Karrer’) kommt zu grundsitzlich sehr abhnlichen Formulie- 
rungen, die sich von denen der englischen Forscher nur durch 
die verinderte Stellung der Carbonylgruppen unterscheiden. kr 
halt die folgende Formel fiir die wahrscheinlichste und begriindet 


H,COH - CH(OH) - CO - CH, -CO- COOH 


sie im wesentlichen mit der Bildung eines Di-p-nitro-phenyl]-hydra- 
zons, der Veratherung mit Diazomethan, die unter Aufnahme yon 
2 Methylgruppen zu einem Enol-iither-ester fiihrt und der Analyse 
des Na-Salzes. Beide Formulierungen sind nach unseren Befunden 
nicht richtig. 

Unsere Forschungen wurden zum Teil in zwei kurzen Mit- 
teilungen verdffentlicht*), von denen die erste Ergebnisse brachte, 


bzw. 





1) Etwas abweichende Beobachtungen liegen von Zilva vor; Bio- 
chemic. J. 26, 1624 (1932). 

*)Karrer, Salomon, Schépp u. Morf, Vzschr. naturforsch. Ges. 
Ziirich 78, 9 (1933). 

5) Cox, Hirst u. Reynolds, Nature 130, 888 (1932). 

*) Vgl. Anm. 1, S. 215. 
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die etwa gleichzeitig mit denen der anderen Autoren erzielt 
wurden. 


Da die uns zur Verfiigung stehenden Mengen’) Vitamin zu 
gering waren, um damit einen oxydativen Abbau erfolgreich durch- 
fihren zu kénnen, suchten wir auf andere Weise Einblick in die 
Struktur des Molekiils zu erhalten. Wegen seiner auBerordentlich 
groBen Reaktionsfaihigkeit wihlten wir einen Weg, der sekundire 
Umlagerungen méglichst ausschloB. 


Das Vitamin reagiert sofort kriftig mit Diazomethan ‘unter 
Aufnahme von 2 Methylgruppen C,H,O,(OCH,), (I). Eine davon 
ist durch Alkali verseifbar. Das Vitamin ist also entgegen der 
Annahme von Szent-Gyérgyi kein Lacton einer Siure C,H,,0,, 
sondern enthilt eine freie Carboxylgruppe. Das esterartige Meth- 
oxyl kann durch Alkali, das zweite darauf mit Siure abgespalten 
werden. Hs ist nicht glykosidisch, sondern als Enolither gebunden, 
wie im folgenden gezeigt wird. Wihrend das Vitamin durch seine 
sroBe Reduktionsfahigkeit gegeniiber saurer Silbernitratlésung, 
saurer Jodlésung usw. ausgezeichnet ist, verhilt sich sein Dimethyl- 
derivat véllig indifferent gegeniiber allen diesen Reagentien. Es 
reduziert nur Fehlingsche Lésung erst beim langeren Kochen 
schwach. Das Verhalten gegeniiber saurer Jodlésung ist also keine 
an das Vorhandensein einer Doppelbindung gekniipfte Reaktion. 
Die im folgenden bewiesene Konstitutionsformel erklirt dieses 
Verhalten. 

Wir erhielten aus dem Dimethylvitamin eine krystallisierte Verbin- 
dung der Formel C,H,0,N(OCH,),, die kein Siureamid sein kann, da noch 


beide Methoxylgruppen im Molekiil vorhanden sind. Uber ihre Konstitution 
li8t sich noch nichts Sicheres sagen. 


Das Dimethylvitamin hat noch zwei freie Hydroxylgruppen, 
die sich durch seine Veresterung zum Dimethyl-di-p-nitro-benzoyl- 
vitamin (II) nachweisen lassen. ?) 


1) _Ich verdanke das Ausgangsmaterial der Freundlichkeit der Firma 
E. Merck, Darmstadt, die es in Form von Konzentraten oder rein zur Ver- 
fiigung stellte. 


*) Da bisher das Molekulargewicht des Vitamins lediglich durch eine 
Bestimmung der freien Siiure nach Barger ausgefiihrt worden war, [Szent- 
Gyérgyi, Biochemic. J. 22, 1397 (1928)] und diese Bestimmung wegen der 
Dissoziation der Saure ungenau sein mu8, haben wir durch eine Be- 
stimmung des krystallisierten Stoffs II das Vorliegen eines C,-Molekiils 
gesichert, 
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II (,H,0 2 ocH, I ©,H,o ) OCHs 
(00C-C,H.NO,), O>C(CH,) 


Diese beiden Hydroxylgruppen miissen raiumlich so nahe bei- 
einander stehen, da sie unter Bildung einer Acetonverbindung 
miteinander reagieren kénnen.') Das Mono-acetonvitamin lift 
sich nimlich mit Diazomethan ebenfalls zu einem Dimethylather (II]) 
methylieren. Nach dieser Formel konnte das Vitamin ein Cyclo- 
pentanderivat sein, da sich mit Brom in Hisessig, mit Perman- 
ganat in Aceton (durch dauerndes Durchleiten von CO, neutral 
gehalten) oder mit Tetra-nitro-methan eine Doppelbindung nicht 
nachweisen lie8. Wir haben deren Vorhandensein erst durch Ozon- 
abbau bewiesen. 

Das letzte Sauerstoffatom liegt nicht als Carbonyl, sondern 
ringférmig gebunden vor. Weder das Dimethylvitamin, noch 
sein Di-p-nitro-benzoylderivat reagieren mit Carbonylreagentien. 

Einen direkten Beweis fiir die Ringstruktur des Vitamins 
brachte uns jedoch die Ozonspaltung des Dimethyl-di-p-nitro- 
benzoyl-vitamins an seiner enolischen Doppelbindung. Man erhilt 
unter Aufnahme von 2 Atomen Sauerstoff einen krystallinen Stoff 
(Schmelzp. 162°) von der Bruttoformel C,H,O,(OCH,),(OCO- 
C,H,NO,),?) (VIa). Nach den Molekulargewichtsbestimmungen 
in Campher und in Benzol ist eine Verkleinerung des Molekiils 
nicht eingetreten. Die Doppelbindung mu8 also in einem Ringe 
stehen. Das Ozonisierungsprodukt reagierte neutral und war 
gegeniiber Carbonylreagentien indifferent. Es erwies sich als ein 
Trioxybuttersiuremethylester, von dessen 3 Hydroxylgruppen zwei 
mit p-Nitrobenzoesiure, die dritte mit dem Methylhalbester der 
Oxalsiure verestert sind (IV). 

Entsprechend dieser Formel verbrauchte der Stoff IV bei 
der alkalischen Verseifung 5 Aquivalente Alkali. Die bei der 
Verseifung entstandene Oxalsiiure wurde als Calciumoxalat 
analysiert und nach ihrer Freilegung aus dem Calciumsalze mit 
Permanganat titriert. Die Trioxybuttersiure, die optisch aktiv 
ist, also eine gerade Kette enthilt, wird auf ihre Konfiguration 


untersucht. 
Aus diesen Befunden ergibt sich fiir das Vitamin C die 





1) L. v. Vargha, Nature 130, 847 (1932). 
*) Wir haben uns natiirlich davon iiberzeugt, daB p-Nitro-benzoesiure 
unter den gleichen Bedingungen von Ozon véllig unverindert gelassen wird. 
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Formel V (bzw. VI und VII).') Sie vermag alle bisher bekannten 
Befunde zwanglos zu deuten: die Aufnahme von 2 Methyl- 
gruppen in der Enolform (VI), das Vorhandensein nur einer 
Carbonylgruppe. Das Hydroxyl am ©, und die CH,OH-Gruppe 
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m | iniissen auf der gleichen Seite des Ringes liegen, da sich nur 
on | dann eine Acetonverbindung bilden kann (VII). Der Verlauf der 
“i | Ozonisierung, wie auch das von den englischen Autoren beob- 
100 
q 1) Hervorzuheben ist der flache Bau des Molekiils als Enolderivat (VII). 
die _  Carboxyl und enolisches Hydroxyl liegen in der Ebene des 5-Ringes und 
| aur die Hydroxylgruppe am C,-Atom und die CH,OH-Gruppe ragen heraus. 
| Dies wiirde den Ergebnissen der Réntgenanalyse nicht widersprechen [vgl. 
jure # Cox, Nature 130, 205 (1931)]. Vielleicht ist die geringe Neigung zur Lacton- 
ird. #  bildung auch auf diese Form des Molekiils zuriickzufihren. 
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achtete Auftreten von Oxalsiiure bei der Oxydation mit Hypo. 
jodid und von Trioxybuttersiiure und Kohlensiiure bei der Oxy- 
dation mit Permanganat, sind nach der Formel ohne weiteres 
verstandlich. Entsprechend der Formulierung als #-Ketosiure 
erfolgt beim Erhitzen Abspaltung von Kohlendioxyd. Auffallend 
ist jedoch, daB das Vitamin lingere Zeit mit methylalkoholischer 
Salzsiure auf 100° erhitzt werden kann, ohne daB weitgehende 
CO,-Abspaltung oder Veresterung eintritt. Die schwierige Ver- 
esterung findet ihre Erklirung in der Stellung der Carboxylgruppe 
an einem sekundaren C-Atom. 

Fir das ungewéhnliche Reduktionsvermégen des Vitamins 
wire das Wasserstoffatom am C,-Atom verantwortlich zu machen.’) 
Das Reduktionsvermégen verschwindet, sobald das Vitamin in 
seiner Enolform methyliert wird. Das reaktionsfiihige H-Atom 
miiBte bei der milden Oxydation (z. B. mit saurer Jodlésung) in 
eine Hydroxylgruppe iibergehen. Dies Oxyvitamin (VIII) ist 
ausgezeichnet durch seine Unbestindigkeit. Es gelingt schlecht, 
besonders wenn mit Sauerstoff oxydiert wurde, das Vitamin durch 
Reduktion vollstiindig zu regenerieren. Da das Oxyvitamin ein 
Furanosederivat ist, ist diese Unbestindigkeit verstindlich. Die 
von Cox, Hirst und Reynolds und von Karrer und Mit- 
arbeitern dargestellten Di-phenyl-hydrazinderivate sind wahr- 
scheinlich Osazone, die bei der leichten Oxydierbarkeit des Vita- 
mins durch die dehydrierende Wirkung der Phenylhydrazine ent- 
standen sein diirften. Dem entspricht die Bruttozusammen- 
setzung des p-Brom-phenyl-hydrazinderivates (von Cox, Hirst 
und Reynolds als Hydrat formuliert). Im Falle des Diphenyl- 
hydrazons diirfte Lactonbildung eingetreten sein. 

Neben der angegebenen Formel kiime noch die Formel IX 
(Pyranderivat) fiir das Vitamin in Frage. Beriicksichtigt man 
jedoch die Befunde von Cox, Hirst und Reynolds, daB die 
erhaltene Trioxybuttersiure wahrscheinlich d-Threonsiure?) ist, 
und daB beim Erhitzen mit Salzsiure Furfurol entsteht, so ist 


) Entgegen unserer friiher ge‘iuSerten vorliufigen Ansicht Naturw. 21, 
63 (1932). 

*) Anmerkung bei der Korrektur: Es handelt sich sehr wahr- 
scheinlich nicht um die d- sondern die 1-Threonsiure. Die Siure und ihr 
Phenylhydrazid (Schmelzp. 157—158°) drehen positiv. Ein Mischschmelzpunkt 
mit 1-Threonsiure-phenylhydrazid (Schmelzp. 157—158°) konnte jedoch noch 
nicht genommen werden. Damit kiime dem Vitamin das Spiegelbild der 
Forme! VII zu. 
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diese Méglichkeit auszuschlieBen. Nach Formel IX wire wegen 
der Bildung einer Acetonverbindung Erythronsiure zu erwarten. 
Hervorzuheben ist der enge Zusammenhang des Vitamins C mit 
den Furanosen. 

Sobald eine véllige konfigurative Klirung des Molekiils des 
Vitamins C durch Zuordnung der Trioxybuttersiure in die be- 
kannten sterischen Reihen erfolgt ist, soll die Synthese begonnen 
werden. Dabei ist zu priifen, ob Stofie mit ahnlicher Anordnung 
des reaktionsfahigen Wasserstoffatoms ein ahnliches chemisches 
und physiologisches Verhalten zeigen. Das Vitamin diirfte der 
erste Stoff aus der Gruppe der Vitamine und Hormone sein, 
iiber dessen Wirkungsweise im tierischen (und pflanzlichen) Orga- 
nismus einen Kinblick zu erhalten man erhoffen kann. Von Szent- 
Gyérgyi wurde bereits sein Eingreifen in den Oxydo-reduktions- 
prozeB der Zelle sichergestellt.') Die relativ hohe Schutzdosis 
(1 mg pro Meerschweinchen und Tag) ist um mehrere Zehner- 
potenzen gréBer als die der anderen bisher bekannten Vitamine. 
Obwohl dies nichts gegen die Vitaminnatur des Stoffes auszu- 
sagen braucht, so wire doch daran zu denken, da ein Stoff von 
so reaktionsfahiger Struktur leicht im Stoffwechsel verindert 
werden kénnte, ehe er seine volle Wirksamkeit entfaltet. 


Wir sind der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
fiir ihre geldliche Hilfe, der Firma E. Merck’), Darmstadt, fiir die 
Darstellung von Vitaminkonzentraten und der Justus-Liebig- 
Gesellschaft fiir die Gewihrung eines Stipendiums an den einen 
von uns (K.) zu aufrichtigem Danke verpfiichtet. 


Versuche. 


Methylierung mit Diazomethan. 100 mg Vitamin werden in 
4ccm Methanol (abs.) gelést und unter AusschluB von Luft- 
feuchtigkeit ein reichlicher Uberschu8 von Diazomethan und 
Ather hinzudestilliert. Es tritt sofort lebhafte Stickstoffentwick- 
lung ein. Nach 48stiindigem Stehen in Eis wird aufgearbeitet. 
Die Substanz verbraucht weder Alkali noch Jod in saurer Liésung. 
Sie wurde zur Analyse im Hochvakuum bei 50° getrocknet. 


1) J. of biol. Chem. 90, 385 (1931). 
*) Die Einbeziehung des Vitamins C in mein Arbeitsgebiet erfolgte auf 
einen Vorschlag der Firma E. Merck. Micheel. 
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7,145 mg Subst.: 16,425 mg AgJ. 
i C,H,,0, (204,09) Ber. CH,O 30,4 Gef. CH,O 30,36. 
[ao]? = + (100 - 0,35 :(1 +» 1,10) = + 31,8° (absoluter Alkohol). 





























Veresterung mit p-Nitro-benzoyl-chlorid. 400 mg des Dimethyl. 
derivates (1 Mol) werden mit der erforderlichen Menge p-Nitro. 
benzoyl-chlorid (2,1 Mol) in Pyridin (2,2 Mol) bei Zimmertempe- 

ratur verestert. Ausbeute sehr gut. Das krystalline Rob- 
produkt wird durch mehrfaches Umkrystallisieren aus Benzol- 
: | Benzin oder absolutem Alkohol rein erhalten. Schmelzp. 172°, 


‘ : Brom in Eisessig und Permanganat (neutral) in Aceton werden 

Ps nicht verbraucht. 

E 5,470 mg Subst.: 4,995 mg AgJ (Zeisel). — 4,780 mg Subst.: 9,260 mg 

he | CO,, 1,640 mg H,O. — 4,715 mg Subst.: 0,220 cem N, (22°, 757 mm). 

: 4 C,sH,,0,.N, (502,16) Ber. C 52,57 H 3,61 N5,58 CH,O 12,36 

fat Gef. ,, 52,83 ,, 8,83 ,, 5,38 » —-12,08. 
foji5 =— (100-1,05°% : (1-1,335) = — 78,7° (Chloroform). 


] f 

| Umsetzung mit methylalkoholischem Ammoniak. 190 mg Vitamin 
' werden mit Diazomethan wie beschrieben verithert und das Rob- 
Be produkt sofort mit 20 cem Methylalkohol, bei 0° mit Ammoniak 
. gesittigt, behandelt. Nach etwa 20 Stunden wird im Vakuun 
abgedampft und der krystalline Riickstand einmal aus Methy]- 
alkohol umkrystallisiert. Man erhalt so ein Krystallisat, das 
nach der Analyse */, Mol Methylalkohol gebunden enthialt. Dies 
wird aus Essigester umkrystallisiert. Schmelzp. 123° unter Gas- 
entwicklung. Zur Analyse wurde 5 Stunden im Hochvakuum bei 
78° getrocknet. 

4,927 mg Subst.: 7,850 mg CO,, 3,140 mg H,O. — 6,075 mg Subst.: 
12,675 mg AgJ (Zeisel). — 4,720 mg Subst.: 0,222 cem N, (20°, 755 mm). 
) C,H,;0,N (221,12) Ber. C 43,42 H6,84 N 6,83 CH,O 28,06 
fe Gef. ,, 48,45 ,, 7,18 ,, 5,44 a 2 3 
‘[a]2° = — (100-0,13°) : (1-0,525) = — 24,8° (50°/,iger Methylalkohol). 


aoe Methylierung der Monoacetonverbindung. 200 mg Vitamin 
oo | wurden nach der Vorschrift von v. Vargha in die Monoaceton- 
verbindung iibergefiihrt. Das einige Male aus Aceton—Petrolither 
umkrystallisierte Produkt wurde mit einem Uberschu8 von Diazo- 
methan in Ather iiber Nacht in Eis aufbewahrt. Nach dem Ab- 
dampfen im Vakuum wird ein krystallines Rohprodukt erhalten, 
das mehrfach aus Ather umkrystallisiert wird. Es ist leicht léslich 
in allen untersuchten Liésungsmitteln mit Ausnahme von Petrol- 
ither. Schmelzp. 101°. 


See aa ne aes 
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5,064 mg Subst.: 9,970 mg CO,, 3,090 mg H,O. — 5,680 mg Subst.: 
10,530 mg AgJ (Zeisel). 
C,,Hi.0, (244,12) Ber. C 54,07 H 6,61 CH,0 25,41 
Gef. ,, 53,69 ,, 6,83 » «24,49. 
[a]2° =+ (100-0,16% : (1-1,055) = + 16,2° (absoluter Alkohol). 
Ozonisierung des Di-p-nitrobenzoyl-dimethylvitamins. 800 mg 
Di-p-nitrobenzoyl-dimethylvitamin werden in 50 ccm reinem Kis- 


; essig gelést und 2 Stunden mit Ozon (8°/,ig) behandelt. Die 


klare Lésung wird 1/, Stunde auf dem siedenden Wasserbad er- 


; hitzt und der EKisessig im Vakuum abgedampft. Der krystallin er- 


starrte Riickstand wird aus absolutem Alkohol oder Benzol—Benzin 
umkrystallisiert; feine Nadeln vom Schmelzp. 162° Ausbeute 
65°/, d. Th. Zur Analyse wurde bei 60° konstant getrocknet. 


4,968 mg Subst.: 9,040 mg CO,, 3,330 mg H,O. — 6,512 mg Subst.: 


5,470 mg AgJ (Zeisel). — 6,025 mg Subst.: 0,268 eem N, (22°, 767 mm). 
C,,H,,0,,.N, (534,16) Ber, C 49,42 H 3,40 N 5,24 CH,O 11,60 
Gef. ,, 49,63 ,, 3,33 ,, 5,19 > Sis 


Mol.-Gew.-Bestimmung nach Rast in Campher: 530. 

Mol.-Gew.-Bestimmung (kryoskopisch) in Benzol: 528 (0,0948 mg Subst.: 
22,15 g Benzol, 4¢ = 0,040°). 

[a}}® = — (100-0,41°):(1-0,98) = — 41,8° (Chloroform). 

Die Ozonisierung in Tetrachlorkohlenstoff liefert das gleiche 
Ozonisierungsprodukt: 120 mg Dimethyl-dinitro-benzoylvitamin 
werden in 70 com CCl, gelést und unter Kiskiihlung 4 Stunden 
ozonisiert. Nach 3/, Stunde farbt sich die Lésung blau, nach 
1 Stunde fallen weiBe Flocken. Zur Spaltung des Ozonids werden 
20 com Eiswasser zugegeben und 3/, Stunde auf dem siedenden 
Wasserbad erhitzt. Unter starker O,-Entwicklung geht alles in 
Lisung, CCl, und H,O werden im Vakuum abgedampft. Der 
Riickstand liefert, aus Alkohol umkrystallisiert, das gleiche Pro- 
dukt vom Schmelzp. 162° 


1g p-Nitrobenzoesiure, in 20 ccm Eisessig unter den gleichen Be- 
dingungen mit Ozon behandelt, wurde quantitativ mit dem gleichen Schmelz- 
punkt zuriickerhalten. 

Verseifung des Ozonisierungsproduktes. 80 mg Substanz werden 
in 6 ccm Methanol gelést und mit 25 ccm n/10-Lauge (KOH in 
Wasser—Dioxan 2:1) 5 Stunden auf dem siedenden Wasserbad 
erhitzt. Danach wird mit n/10-HCl zuriicktitriert. 


88,2 mg Subst. verbrauchten 9,04 ccm n/10-NaOH. 
ee) 





Ber. 106,8 Gef. 102. 


Aquivalent ( 
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Zu der mit Essigsiure angesiiuerten Liésung wird, nach Ab- 
filtrieren von der ausgeschiedenen Nitro-benzoesiure, eine Calcium. 
acetatlésung gegeben. Dabei fallt Calciumoxalat aus, das abgesaugt, 
getrocknet und analysiert wurde. Auch durch saure Verseifung 
wurden Oxalsiure, p-Nitrobenzoesiiure und Trioxy-buttersiure er- 
halten. 


2,027 mg Subst.: 1,955 mg CaSQ,. 
CaC,0,, H,O Ber. Ca 27,39 Gef. Ca 28,37.. 


Eine weitere Menge des Niederschlages, in Siure gelést, ver- 
brauchte die der Oxalsiiure entsprechende Menge Permanganat. 
Phenyl-hydrazinsalz der Oxalsiiure. Schmelzp. 182°, Mischschmelz- 
punkt ebenso. 


Verseifung des Dimethylvitamins. 550 mg Dimethylvitamin, in 
einigen Kubikzentimetern Methanol gelést, werden mit 2ccm 25°/,iger 
methylalkoholischer KOH auf dem Wasserbad unter Riickfius 
4 Stunden gekocht. Nach sorgfiltiger Neutralisation mit ver- 
diinnter Salzsiure wird im Vakuum zur Trockne verdampft und 
mit absolutem Alkohol durchgerieben, vom ausgeschiedenen Nat] 
abfiltriert, nochmals eingedampft, mit wenig absolutem Alkohol 
angerieben und von wenig zuriickbleibendem NaCl abfiltriert. Die 
gelbe alkoholische Lésung wird mit dem 5fachen Volumen trocknen 
Athers versetzt, wobei Flocken ausfallen. Sie werden abgesaugt, 
nochmals in Alkohol gelést und mit dem gleichen Volumen Ather 
wieder ausgefallt. Nach dem Absaugen wird die farblose, amorphe 
Substanz bei 60° zur Analyse konstant getrocknet. 

2,918 mg Subst.: 1,046 mg Na,SO,. 

C,H,O,Na (212,1) Ber. Na 10,85  Gef. Na 11,60. 

Die Substanz wird mit 5°/,iger Salzsiiure einige Stunden 
stehen gelassen, mit Natronlauge genau neutralisiert, im Vakuum 
zur Trockne eingedampft und der Riickstand mit absolutem Alkohol 
ausgezogen, der beim Abdampfen im Vakuum das Vitamin hinterlaft. 
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Untersuchungen iiber den Fettstoffwechsel. I. 


Von 


P. E. Verkade, M. Elzas, J. van der Lee, Fri. H. H. de Wolff, 
Frau A. Verkade-Sandbergen und D. van der Sande. 





(Aus dem chem. Labor. d. Niederlind. Handelshochschule, Rotterdam.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Januar 1933.) 


§ 1. Namentlich bei schweren Fillen von Diabetes mellitus 
kénnen mit dem Harn und der Ausatmungsluft betrichtliche 
Mengen der sog. Ketonkérper (8-Oxybuttersiure, Acetessigsiure, 
Aceton) den Kérper verlassen. Diese Ketonkérperausscheidung 
(Ketonurie) ist eine Folge einer Anhiufung dieser Stoffe im 
Blut, m. a. W. des Bestehens einer Ketonkérperacidosis oder 
Ketosis, welche bei Verschlimmerung schlieBlich zu dem ge- 
firchteten Coma diabeticum fihren kann. 


Die Ketonkérper haben zweifellos zu einem sehr erheblichen Teile 
ihren Ursprung in den Fettsiuren mit gerader Zahl von Kohlenstoffatomen, 
welche Bausteine unserer Nahrungsfette sind. Der Zusammenhang zwischen 
den gesittigten Fettsiuren — nur diese brauchen uns hier zu be- 
schiftigen — und den Ketonkérpern ist zur Zeit wenigstens in den Haupt- 
linien einigermaBen deutlich. In der Leber werden durch §-Oxydation 
dieser Fettsiuren die beiden ,,primiren“ Ketonkérper: (§-Oxybuttersiure 
und Acetessigsiiure gebildet, welche in normalen Fallen in den Nieren und 
in den Muskeln leicht und nahezu vollstindig zu Kohlensiiure und Wasser 
verbrannt werden’); im normalen Blut ist die Konzentration der Ketonkérper 
iuBerst gering und mit dem normalen Harn werden pro Tag nur wenige 
Zentigramm dieser Substanzen ausgeschieden. Bei dem acidotischen Zucker- 
kranken dagegen — und dies ist ein héchst merkwiirdiger und noch nicht 
villig aufgeklirter Gegensatz, der uns jetzt nicht zu beschaftigen braucht — 
findet in gréBerem oder geringerem Mae Anhiufung der primiren Keton- 
kérper und des durch Zersetzung von Acetessigsiure entstandenen ,,sekun- 
diren“ Ketonkérpers: Aceton im Blut und Ausscheidung dieser Stoffe statt. 


Vor einigen Jahren hatte es nun eine kurze Zeit den An- 
schein, als ob synthetische Fette, welche ausgehend von normalen 
gesittigten Fettsiuren mit ungerader Zahl von Kohlenstoff- 
atomen hergestellt worden waren, bei der Behandlung des Dia- 





1) Snapper, Griinbaum u. Neuberg, Biochem. Z. 167, 100 (1926); 
Snapper u. Griinbaum, ebenda 201, 464 (1928). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCXV. 16 
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betes eine Rolle spielen wiirden. Durch 6-Oxydation derartiger 
Fettsiuren kénnen keine Ketonkérper entstehen. Tatsichlich 
hatten mehrere Forscher bereits einen Gegensatz zwischen den 
Fettsiuren mit gerader und ungerader Zahl von Kohlenstoff- 
atomen in bezug auf die Ketonkérperbildung nachgewiesen. Lin 
bloBer Hinweis auf die bekannten Leberdurchstrémungsversuche 
von Embden und Mitarbeiter’) und auf die Fiitterungsversuche 
von Baer und Blum*) mége hier geniigen. Auf Grund dieser 
und a&hnlicher Tatsachen erwartete man, dab bei Verabreichung 
der soeben genannten synthetischen Fette statt des gewéhnlichen 
Nahrungsfettes an Zuckerkranke die Méglichkeit des Auftretens 
einer Ketosis ausgeschaltet sein wiirde, wiihrend man auSerdem 
und zwar durchweg stillschweigend darauf rechnete oder wenig- 
stens hoffte, daB dann keine durch partielle Abbauprodukte der 
Fettsiuren mit ungerader Zahl von Kohlenstoffatomen verursachte 
Acidosis an die Stelle der Ketosis treten wiirde. 


§2. Die praktische Anwendung solcher von Fettsiuren mit 
ungerader Zahl von Kohlenstoffatomen abgeleiteten Fetten ist 
schon vor fast 20 Jahren u.a. von A.J, Ringer‘) vorgeschlagen 
worden; dieser war aber damals nicht imstande ein solches prak- 
tisch brauchbares Fett darzustellen. Als erstem ist dies Kahn’) 
gelungen. Mehrere Forscher [Kahn *); Benedict, Ladd, Strauss 
und West’); Rathéry’); Einhorn und Braunstein’); Sevring- 
haus?!); Stern”); Lundin!*’); Modern"); Murray Lyon, Rob- 
son und White") u. a.] haben dann in verschiedenster Weise die 
Wirkung dieses ,,. Intarvin“ genannten Produktes studiert. Spiiter 
haben Hoesch"), sowie Uhlmann!*) sehr interessante Unter- 
suchungen veréffentlicht iiber ein zweites, ihnliches Produkt, das 





*) Embden, Salomon u. Schmidt, Hofmeisters Beitr. 8, 129 (1906); 
Embden u. Marx, ebenda 9, 318 (1908). 

*) Arch. f. exper. Path. 55, 89 (1906); 56, 92 (1906); 59, 321 (1908); 62, 
129 (1910). 

4) A. I. Ringer u. Jonas, J. of biol. Chem. 14, 43 (1913). 

5) Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 19, 265 (1922); Amer. J. med. Sci. 
166, 826 (1923). 

6) a. a. O.; Arch. Internal Med. 36, 44 (1925). 

*) Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 21, 485 (1924). 

*) Progrés médical 1926, 8.191; Bull. Soc. hyg. aliment. 14, 206 (1926). 

*) Arch. Verdauungskrankheiten 43, 120 (1928). 

10) J. of biol. Chem. 59 (Proc. Amer. Soe. Biol. Chem. 1924, S. 49.) 

11) Med. Klin. 21, 958 (1925). 12) J. metabol. Res. 4, 151 (1923). 

18) Ebenda 4, 177 (1923). 14) Brit. med. J. I, 1925, S. 207. 

15) Dtsch. Arch. klin. Med. 160, 129 (1928). 1) Ebenda 161, 165 (1928). 
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Untersuchungen iiber den Fettstoffwechsel. I. 92,7 


Diafett“. Wir glauben einer ausfiihrlichen, kritischen Be- 
sprechung der ganzen Literatur auf diesem Gebiete uns enthalten 
yu kénnen; wichtige Teile der betreffenden Abhandlungen werden 
im folgenden wiederholt im Zusammenhang mit unseren eigenen 


_ Untersuchungen diskutiert werden. 


Kenntnisnahme der betreffenden Abhandlungen lehrt bald, 
daB die bisherigen Untersuchungen zum Ziehen definitiver 
Schliisse meistens so gut wie kein Recht geben. Es sind 
gunichst gegen die Versuchsanordnung bei diesen Arbeiten 
und die dabei angewandten Methoden wiederholt ernste Ein- 
wiinde zu erheben, so daB allein schon aus diesem Grunde 
die Ergebnisse, zu denen die hetreffenden Forscher gekommen 
zu sein glauben, der Kritik nicht immer standhalten kénnen. In 
bezug auf die Versuchsanordnung verweisen wir z. B. auf § 5, 
wo die Anordnung der Nahrungsfett- und Intarvinperioden in 
Lundins Arbeit einer ausfiihrlichen Besprechung unterzogen 
wird. Es sei weiter z. B. noch aufmerksam gemacht auf die von 
Hoesch gepflogene sehr hiufige, bisweilen fast tagtigliche Ande- 
rung in der Zusammensetzung der Kost seiner Versuchspersonen 
(eine Folge der tadelnswerten Neigung, viele Probleme zu gleicher 
Zeit in Angriff zu nehmen); es ist unsrer Meinung nach wohl 
sicher, daB die Méglichkeit ausgesprochene und unanfechtbare 
Resultate zu erhalten, hierdurch nur verringert werden kann. In 
hezug auf die angewandten Methoden sei z. B. auf § 10 hin- 
gewiesen; dort wird der Beweis geliefert werden, dai einige 
Forscher (Kahn; Einhorn und Braunstein) die Ketonurie ihrer 
Versuchspersonen in einer unzulinglichen Weise beurteilten. 

Zweitens berechtigen die spiirlichen Mitteilungen beziiglich 
der Darstellungsweise von Intarvin und Diafett zu ernstem Zweifel 
an der Richtigkeit der Angaben iiber die Zusammensetzung dieser 
Produkte. Nach Kahn sollte die einzige im Intarvin vorhandene 
Fettsiure Margarinsiiure sein, welche durch oxydativen Abbau 
von Stearinsiure erhalten war, wihrend nach Hoesch Diafett 
als Siiurekomponente Undecylsiure und Tridecylsiure enthielt, 
welche Sauren durch oxydativen Abbau der niichstliegenden Fett- 
siuren mit gerader Zahl von Kohlenstoffatomen hergestellt waren. 
Wie an anderer Stelle!) schon erértert worden ist, ist zu erwarten, 
da8 bei derartigen Herstellungsverfahren von Fettsiiuren mit 
ungerader Zahl von Kohlenstoffatomen die gewiinschte Fettsiiure 


“) Verkade u. Coops, Biochem. Z, 228, 394 (1930). 
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im allgemeinen keineswegs das ausschlieBliche Produkt sein wird, 
sondern daB daneben niedrigere Fettsiuren, sowohl mit gerader 
als mit ungerader Zahl von Kohlenstoffatomen, entstehen werden, 
Verkade und Coops?) konnten auf analytischem Wege nach- 
weisen, da dies bei einem Muster Intarvin in der Tat der Fall 
war: in demselben war eine ganze Reihe von Fettsiiuren vor. 
handen, darunter bis zu einem sehr bedeutenden Prozent. 
satz solche mit gerader Zahl von Kohlenstoffatomen. 

Bei solchem Sachverhalt kann es denn auch nicht wunder- 
nehmen, da8 schon in bezug auf wichtige Fragen die Ansichten 
der verschiedenen Autoren mehrmals erheblich auseinandergehen, 
Im untenstehenden werden wir solchen Fallen begegnen. Wihrend 
mehrere Forscher (Kahn; Einhorn und Braunstein; Hoesch) 
der Meinung sind, daB den betreffenden Fetten entschieden 
therapeutischer Wert zukommt, wird dies von anderen (Modern) 
kategorisch verneint. 


§ 8. In den letzten Jahren wurde von Intarvin fast nichts 
mehr gehért. Dies findet seine Erklarung in dem Umstande, daf 
die Anwendung dieses Produktes bei der Diabetesbehandlung 
nicht zu eklatanten Erfolgen fiihrte, wozu noch kommt, daB, seit- 
dem die Diabetesbehandlung durch die Kinfiihrung der Insulin- 
therapie in eine neue Phase eingetreten ist und Fille schwererer 
Ketosis, Falle also von Coma Diabeticum viel weniger zahlreich 
geworden sind, das Interesse seitens der irztlichen Praxis fiir 
Fette, abgeleitet von Fettsiiuren mit ungerader Zahl von Kohlen- 
stoffatomen, naturgemiB stark abgenommen hat. 

Merkwiirdigerweise enthilt die Literatur sehr wenig An- 
deutungen dafiir, daB man in dem Stoffwechsel solcher, von Fett- 
siuren mit ungerader Zahl von Kohlenstoffatomen abgeleiteten 
Fette je einen Komplex von gerade in theoretischer Hin- 
sicht héchst wichtigen und interessanten Problemen gesehen hat. 
Beim Anfange der Verdffentlichung unserer eigenen Untersuchungen 
auf diesem Gebiete ist es vielleicht gut, ausdriicklich zu betonen, 
daB es gerade unsere Absicht war, eine Anzahl dieser Probleme 
zur Klarheit, bzw. ihrer Lisung niher zu bringen. Das Auf- 
finden von Anwendungsméglichkeiten der beziiglichen Fette fiir die 
medizinische Praxis ist nicht das Ziel unserer Untersuchungen, 
wird uns jedoch selbstverstiindlich sehr willkommen sein. 


§ 4. Wenn man die betreffenden Probleme mit Aussicht auf 
Erfolg in Angriff nehmen will, mu8 man iiber groBe Mengen fiir 
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diesen Zweck geeigneter Derivate der Fettsiuren mit ungerader 
Zahl von Kohlenstoffatomen, deren Zusammensetzung und Qualitiat 
einwandfrei sein miissen, verfiigen kénnen. In bezug auf die 
Qualitét ist es unbedingt erforderlich, da diese Produkte so 
gut wie geruch- und geschmacklos sind, weder freie Fettsiure 
noch fremde Bestandteile enthalten, unterhalb der Koérpertempe- 
ratur schmelzen und im menschlichen Kérper gut resorbiert werden. 

Auch in dieser Hinsicht war gegen das Intarvin, wie aus 
Mitteilungen in der Literatur und aus der Analyse der uns in 
die Hinde gekommenen Muster hervorgeht, sehr vieles einzuwenden. 
Geruch und Geschmack der Produkte waren immer sehr schlecht. 
Das von Verkade und Coops?) untersuchte Muster enthielt 
eine bedeutende Menge freie Fettsiiure (Siurezahl etwa 17) und 
nicht weniger als etwa 17°/, Mineralél. Der Anfangserstarrungs- 
punkt dieses Produktes lag oberhalb 43°, wihrend bei langsamer 
Kihlung bis auf 37° ein sehr betriichtlicher Teil krystallisierte. 
Mit diesem ziemlich hohen Schmelzpunkt hiingt wahrscheinlich 
zusammen, da einige Forscher (z. B. Lundin) iiber ungeniigende 
Resorption des Intarvins klagen. 

Es ist uns leider nicht gelungen, ein Muster Diafett zu er- 
halten. Aus der Abhandlung von Hoesch geht aber klar her- 
vor?*), daB der Geschmack dieses Produktes viel zu wiinschen 
iibrig lie® und durchgehends viel freie Fettsiure anwesend war. 
Wie Hoesch behauptet, gelang es nicht den Geschmack des 
Diafettes zu verbessern und hat die Firma Bayer in Leverkusen 
aus diesem Grunde sich entschlossen, dieses Produkt nicht in 
den Handel zu bringen. 

Es braucht keiner niheren Erérterung, daS mit solchen 
Produkten hohen wissenschaftlichen Anspriichen geniigende Unter- 
suchungen nicht ausgefiihrt werden kénnen. Zu den nachstehend 
zu besprechenden Untersuchungen diente uns Glyceroltriun- 
decylat (weiterhin Undekafett genannt), welches selbstverstind- 
lich den obengenannten Anforderungen entsprach. Urspriinglich 
benutzten wir ein fiir uns von den ,,Oliefabrieken Calvé-Delft* in 
Delft, ausgehend von technisch reiner Undecylensiiure hergestelltes 
und auf die in der Technik iiblichen Weise raffiniertes Produkt. 
Spiiter haben wir unsere wichtigsten Ergebnisse gesichert mit 


einem Priiparat, das wir selbst durch Erhitzen von Glycerol mit 


8) a. a. O.; vgl. Verkade, Chem. Weekblad 28, 470 (1931). 
) a. a. O., S. 181—182. 
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chemisch reiner Undecylsiiure (Aquiv.-Gew. 186,38; Erstarrungs. 
punkt 28,35°) in Gegenwart von Zinkpulver als Katalysator her. 
gestellt und u. a. durch Krystallisation aus 96°/, igem Alkohol 
gereinigt hatten*°); der Erstarrungspunkt dieses Fettes war 29,9° 
die Verseifungszahl 281,2 (berechnet 282,2) und die Jodzahl 0,0, 

Im Gegensatz zu unseren Vorgiingern haben wir also ziel- 


, bewuBt mit einem Fett gearbeitet, welches als Fettsiure. 
komponente nur eine ecinzige Siure mit ungerader Zahl 


von Kohlenstoffatomen enthielt. Aus dem Nachstehenden 
geht hervor, da dieser Umstand zu dem Erfolg unserer Unter- 
suchungen wesentlich beigetragen hat. 


§ 5. Uber unsere Versuchsanordnung sei hier folgendes mit- 


Y geteilt: Kiner der beiden vollkommen gesunden Versuchspersonen 


(V.) wurde nach einem Hungertag, zwecks teilweiser Entleerung 
der Glykogenspeicher, an 4 aufeinanderfolgenden Tagen eine sehr 
kohlenhydratarme und sehr fettreiche Kost verabreicht (Periode |), 
Dieser folgte eine Ruheperiode von 3 Wochen, wiihrend welcher 
die Versuchsperson ihre normale Lebensweise wieder aufnahm. 
Dann wurde, wiederum nach einem Hungertag, wiihrend 4 auf- 
einanderfolgenden Tagen genau dieselbe kohlenhydratarme und 
fettreiche Kost verabfolgt, in dem Sinne jedoch, daB ein gewisser 
Teil des Nahrungsfettes durch eine gleich groBe Menge Undeka- 
fett ersetzt wurde (Periode Il). Bei der anderen Versuchsperson 
(v. d. L.) verfuhren wir in entsprechender Weise; allein hier wurde 
aus spiiter zu erérternden Griinden (§ 6) die Reihenfolge der 
Perioden I und II vertauscht, eine Ruheperiode von nur 
11/, Wochen dazwischen geschaltet und wiihrend der Periode II 
ein erheblich gréBerer Prozentsatz des Nahrungsfettes durch 
Undekafett ersetzt. Dieser Plan stimmt in bemerkenswerter 
Weise teilweise mit der Versuchsanordnung bei der Lundinschen 
Arbeit iiber Intarvin}*) iiberein, unterscheidet sich aber mit voller 
Uberlegung in anderen Teilen yon ihr. 

Auch hier war eine gesunde Person, nimlich Lundin selbst, und 
nicht ein Diabetiker, Versuchsperson. Petrén hat nachgewiesen, dai 
der Diabetiker eine Uberempfindlichkeit gegen EiweiB besitzt. Steigt in 
einer kohlenhydratarmen und fettreichen Kost die EiweiBmenge iiber einen 
gewissen, verhiltnismiBig niedrigen Grenzwert (etwa 40 g), dann zeigt der 


Zuckerkranke auf diese Kost eine bedeutend stirkere Ketosis als der nor- 
male Mensch und scheidet infolgedessen erheblich mehr Ketonkérper aus. 





20) Verkade, vander Lee u. Fri. Meerburg, Rec. Tray. chim. Pays: 
Bas 51, 850 (1932). 
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Wir glaubten beim Anfang unserer Untersuchungen eine solche Kompli- 
kation vermeiden zu miissen, und hatten also hinsichtlich unserer Ver- 
suchspersonen die Wahl zwischen auf Petrén-Kost gestellten Diabetes- 
patienten und gesunden Personen, denen unbedenklich reichliche Eiweib- 
mengen in der Kost verabreicht werden kénnen. Aus verschiedenen Griinden 
waren beim Anfang unserer Untersuchungen die letztgenannten fraglos 
vorzuziehen. Besonders zwingend ist unserer Meinung nach die Uberlegung, 
da8 wir wissen miissen, wie normale Personen auf Undekafettgenu8 rea- 
gieren, wenn ein fruchtbares Studium des Verhaltens von Stoffwechselkranken 
diesem Fett gegeniiber méglich sein soll. 


Lundin lieB drei Perioden I, If und I von 7, 4 bzw. 2 Tagen un- 
mittelbar aufeinander folgen und wiinschte somit die Verinderung in einer 
bestehenden Ketosis als Folge des Ersatzes von Nahrungsfett durch Intarvin 
und umgekehrt kennen zu lernen. Wir dagegen untersuchten gesondert die 
Entwicklung der Acidosis bei Verabreichung einer sonst gleichen Kost mit 
und ohne Undekafett. Zweifellos kann Lundins Arbeitsweise wenigstens 
einen Vorteil vor der unserigen bieten. Gegen letztgenannte kann nimlich 
mit Recht der Einwand erhoben werden, daB die Versuchspersonen sich 
wiihrend beider Versuchsperioden in einem verschiedenen kérperlichen und 
(oder) psychischen Zustand befinden kénnen, wodurch man méglicherweise 
zu falschen Ergebnissen gelangen kann; bei der Arbeitsweise von Lundin 
braucht man mit dieser Méglichkeit viel weniger zu rechnen. Es sei 
hier z. B. erinnert an die u. a. bereits von Forssner?') scharf hervor- 
gehobene Tatsache, daB der Glykogenbestand des Kérpers am Anfang 
von verschiedenen Versuchsperioden sehr verschieden sein kann und 
wihrend dieser Perioden aus manchen Ursachen, besonders infolge ver- 
schieden groBer Arbeitsleistungen, in ungleichem MaBe verbraucht werden 
kann, wodurch der Verlauf des Fettabbaues stark beeinfluBt wird; dieser 
stérende Faktor fehlt bei Lundins Arbeitsweise ganz. Diesem Vorteile 
stehen jedoch folgende, unserer Meinung nach gréBere Nachteile gegentiber: 


Zunichst wire der etwas lange fortgesetzte GenuB der von uns ge- 
wihlten abwechslungslosen Kost fiir alle Versuchspersonen unangenehm 
und fiir manche mit Schwierigkeiten verbunden oder gar unmdglich. 


Zweitens ist es schon lingst bekannt, daB bei fortgesetztem Genub 
einer immer gleichen ketogenen Kost schon verhiltnismiBig bald eine all- 
mihliche Abnahme der entstandenen Ketosis eintritt. Becker’) z. B. fand 
bei einer Kost, welche aus durchschnittlich 53 g Kohlenhydrat, 24 g Eiweif 
und 217g Fett bestand und wihrend 18 Tagen genommen wurde, bereits am 
dritten Tage ein Minimum im Kohlensiurebindungsvermégen des Blutes — 
das schon nach etwa einer Woche wieder zum normalen Wert gestiegen 
war —, und eine maximale Ausscheidung von (-Oxybuttersiure, wihrend 
auch die Ammoniakausscheidung, jedoch in einem spiteren Zeitpunkt, ein 
Maximum aufwies. DaB diese Tatsache, falls die Perioden I und II un- 
mittelbar aufeinander folgen, zu Schwierigkeiten Anla8 geben kénnen wird, 
bedarf wohl keiner niheren Erérterung; es wird unter bestimmten Ver- 


*1) Skand. Arch. Physiol. 22, 349 (1909). 
22) Acta med. scand. (Stockh.) 63, 313 (1926); vgl. auch Odin, Skand. 
Arch. Physiol. 46, 332 (1925). 
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hiltnissen schwer sein kiénnen zu entscheiden, ob eine nach Ersatz yon 
Nahrungsfett durch das synthetische Fett eintretende Verbesserung in der 
Alkalireserve oder Verminderung der Ketonurie auf diesen Ersatz zuriick- 
zufiihren ist oder nicht. Schon hier sei bemerkt, da8 Lundins Arbeit 
mit einer solchen Unsicherheit nicht behaftet ist; die dort erhaltenen dies- 
beziiglichen Ergebnisse — welche im Nachfolgenden ausfihrlich besprochen 
werden — sind vollkommen unzweideutig und haben durch Hintenanschalten 
einer zweiten Periode I an Schirfe noch sehr gewonnen. 

Drittens ist es denkbar, daB Retention von Ketonkérpern und die 
typische Trigheit der Ammoniakproduktion als Verteidigungsmittel des Orga- 
nismus gegen echte Acidosis bei der betreffenden Arbeitsweise die Ergeb- 
nisse triiben kénnten. 


Aus diesen Griinden erschien es uns denn auch ratsam, 
Lundins Versuchsanordnung nicht zu iibernehmen. Im Nach- 
stehenden zeigt sich, daf wir mit der von uns gewihlten Ver- 
suchsanordnung durchaus unzweideutige Resultate erzielt haben. 


§ 6. Wihrend der Fettage der Periode I war die Kost der 
Versuchsperson V. folgendermafiien zusammengestellt: 4 Hier, 300 ¢ 
Kabeljaufleisch (gekocht gewogen), 200g Beefsteak, 400 g Endivie, 
190 g Butter, 100 g ausgeschmolzener Rindertalg, 200 g Apfel- 
sinenfruchtfleisch. Abgesehen von dem Gemiise enthilt diese 
Kost nach Schall-Heislers Nahrungsmitteltabellen, wo ndtig, 
durch die hollindischen Tabellen von Cohen Tervaert erginzt, 
23 g Kohlenhydrat, 136 g Eiweib und 292 g Fett, mit einer 
Gesamtkalorienzahl von rund 3500. Wihrend der Fettage der 
Periode If wurde als einzige Abiinderung der Rindertalg durch 
100 g Undekafett ersetzt; 34°/, des konsumierten Fettes bestand 
dann aus Undekafett. Wiahrend beider Perioden nahm die Ver- 
suchsperson Wasser, Tee (ohne Milch oder Zucker) und aus 
magerem Rindfleisch gezogene, entfettete Fleischbrithe ad libidum. 
Die Butter und der Rindertalg, bzw. das Undekafett wurden teils 
in Fleischbriihe aufgeschmolzen und also getrunken, teils in 
den Speisen verarbeitet. Das Apfelsinenfruchtfleisch wurde der 
Versuchsperson in kleinen Quantitiiten wihrend und nach jeder 
Mahlzeit verabreicht, weil die Aufnahme der groBen Fettmengen 
hierdurch sehr erleichtert wird. 


Die Kost der Versuchsperson v. d. L. war wihrend beider 
Perioden fast genau aus denselben Ingredienzen zusammengestellt; 
einzelne kleine Abanderungen — so wurde z. B. bisweilen Spinat 
statt Endivie und immer eine kleine Menge Essig gegeben — sind 
nicht wichtig und bediirfen keiner niheren Erérterung. Die an 
den verschiedenen Tagen verabreichten Mengen Kohlenhydrat, 
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EiweiB und Fett, eventuell Undekafett sind in der Tab. I an- 
segeben. Die Gesamtkalorienzufuhr war hier rund 2900. 


Tabelle L. 





























Periode I Periode IT 
Kohlen-| p. Kohlen- | Rah a Undeka- 
hydrat | EiweiB | Fett hydrat | EiweiB | Fett | fett 
.Fettag | 23g | 108g] 240g¢| 23¢ | 108g) 141g 100g 
2, Fettag 23 | 108 240 23 103 —|_ ss «124 | 117 
3, Fettag 23 | 108 240 23 _ 1038 107 134 
4, Fettag 23 | 103 225 23 | 100 83 140 


An den Fettagen der Periode IL bestanden also 42, 49, 56 bzw. 

°/, des gegessenen Vettes aus Undekafett. 

Bei der Versuchsperson V. wurden wiihrend der Periode II die 
Nahrungsmittel und namentlich das Fett notgedrungen in kleinere 
Portionen geteilt und iiber einen gréBeren Teil des Tages verab- 
reicht als wihrend der Periode I. Wihrend erstgenannter Periode 
entwickelte sich eine erheblich geringere Ketonurie als wihrend 
letztgenannter und man kénnte deshalb einwenden, daf dies viel- 
leicht eine Folge der besseren Verteilung des Fettes tiber den 
Tag sei. Um dieser berechtigten Kritik vorzubeugen, haben wir 
bei der Versuchsperson v. d. L. wahrend den beiden Perioden das 
Fett in méglichst gleicher Weise iiber den Tag verteilt. Dazu 
wurde mit der Periode II angefangen; diese Periode ist namlich 
am meisten beschwerlich und konnte nun in einer fiir die Ver- 
suchsperson méoglichst bequemen Weise durchgefiihrt werden. 
Nach einer Ruheperiode von 1!/, Wochen wurde dann die Periode I 
in ganz entsprechender Weise durchgefiihrt. Als Beispiel geben 
wir in der Tab. IL die Zeitpunkte und die Zusammensetzung der 
Mahlzeiten (letzteres wenigstens in grofen Ziigen) am zweiten 
Fettage der beiden Perioden; an den iibrigen Fettagen waren die 
Abweichungen von diesem Schema so unbedeutend, daB sie der 
Erwihnung nicht bediirfen. 

Die 2., 4., 6. und 8.Mahlzeit bestanden aus den angegebenen 
Mengen Fett, zerlassen in entfetteter Fleischbriihe. Auch die Ver- 
suchsperson v. d. L. erhielt an jedem Fettag 200 ¢ Apfelsinenfrucht- 
fleisch und Wasser, Tee und Briihe nach Belieben. 

Zweifelsohne sind gegen unsere Bestrebungen, den beiden 
Versuchspersonen wiihrend beider Perioden stets eine méglichst 
gleiche Kost zu verabfolgen, mit einigem Recht Einwendungen 
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Tabelle IL. 








Beide Perioden Periode I Periode II 


























| i J 
Fisch Fleisch | Eier | Butter goog Butter = 

| | 
1. Mahizeit 9" 45] 100 g | 1 30 g 1i3gi 4¢ 
oy 11545 | 20 g xe ae 
8. : 13° 30 | 100g) 1 45 6 = >) 3 
4, ¥ 16°15 | 15 10 12 
5. i 17°45]; 100 | 1 30 12 14 
By hee 20" 15 | 20 10 12 
# * 21" 45 — 100 1 mh. ee 22 20 
8. ‘. 23515 et 12 12 








Summe | 10g! 82¢ | 110 g | 117 g 


zu erheben. Die abwechslungslose und ziemlich schwere Kost 
wurde fast selbstredend manchmal, besonders in den spiiteren 
Tagesstunden und am meisten am Ende einer Versuchsperiode, 
nur mit einigem Widerwillen genommen und es kann befiirchtet 
werden, daB hierdurch die Resorption des Fettes und deshalb 
auch die Ketosis, die Ketonurie usw. einigermafen beeinflubt 
worden ist. Nichtsdestoweniger bevorzugen wir diese Handlungs- 
weise vor derjenigen, welche einige Forscher [Odin?’), Becker” 
und and.] ihren Untersuchungen iiber die bei sehr fettreicher Kost 
auftretende Ketosis zugrunde legten. Die genannten Forscher 
bestimmten nicht im voraus, wieviel die Versuchspersonen essen 
sollten, sondern alles, was auf den Tisch gebracht wurde, war 
gewogen und mit den Speiseresten wurde ebenso verfahren. Als 
wohl unvermeidliche Konsequenz dieser Handlungsweise zeigen 
die pro Tag konsumierten Mengen Kohlenhydrat, KiweiB und Fett 
manchmal bedeutende Schwankungen, wie aus folgenden, Beckers 
Abhandlung entnommenen Zahlen**) hervorgeht. Unserer Meinung 











| Koblenbydrat | EiweiB | Fett — 











3. Tag 43 g 21 ¢g 164 g 
ees 46 19 225 
Bae 92 19 202 
a 32 30 294 


nach wird in dieser Weise bei solchen Untersuchungen eit 
grundsitzlicher Fehler begangen, dessen mégliche Konsequenzen 
auf der Hand liegen. 


——— 


28) Acta. med. scand., Suppl. 18 (1927). 
*4) a.a.0., S. 384. 


{ 








ers 
ung 


ell 
zen 





— 


AnschlieBend an eine soeben gemachte Bemerkung kénnte 
man fragen, weshalb wir denn unseren Versuchspersonen eine 
solche ziemlich schwere Kost verabfolgt haben. Die Antwort ist, 
daB wir bestrebt waren, die Kost derart zusammenzustellen, daB 
der Eiwei8- und Energiebedarf der Versuchspersonen damit ganz 
oder wenigstens zum iibergroBen Teile gedeckt werden konnte. 
Aus §9 geht hervor, daf wir dieses Ziel wohl ziemlich erreicht 
haben. Lundin?’) ist bei seiner Arbeit iiber Intarvin nicht in 
dieser, unseres Krachtens einzig richtigen Weise verfahren. Dessen 
Kost enthielt ja 20g Kohlenhydrat, 100g Kiwei8 und 177 g Fett 
mit einer Gesamtkalorienzahl von rund 2100 oder nur etwa 28 Kal. 
pro Kilogramm Ké6rpergewicht. Wie Lundin selbst schon bemerkt, 
ist diese Kost fiir einen 27 jahrigen, 75 kg schweren und 1,75 m 
langen Mann, der seinen tiglichen Beschiftigungen nachgeht, un- 
ceniigend; schon der nach Harris und Benedict berechnete 
Grundstoffwechsel betrigt hier 1792 Kal. 

In §5 wurde schon mitgeteilt, da in allen Versuchsperioden 
den Fettagen ein Hungertag voranging. Wihrend diesem nahmen 
die Versuchspersonen Wasser, ‘lee (ohne Milch oder Zucker) und 
entfettete Fleischbriihe nach Belieben. 


$7. Morgens um 8 Uhr kamen die Versuchspersonen niichtern in 
das Krankenhaus zur Blutentnahme zum Zwecke der Bestimmung 
des Kohlensiurebindungsvermégens des Blutplasmas, des Chole- 
sterins und des Blutzuckers. Zu gleicher Zeit wurde die Kohlen- 
siiurespannung der Alveolarluft und das Kérpergewicht bestimmt. 
Dann kehrten sie nach Hause zuriick zur EKinnahme der ersten 
Mahlzeit. Wihrend des weiteren Tages verhielten die Versuchs- 
personen sich so ruhig wie méglich; bis etwa 18 Uhr wurde 
zwischen den meist von einer kurzen Ruheperiode gefolgten Mahl- 
zeiten einige leichte Laboratoriumsarbeit geleistet. 

Der Harn wurde von den Versuchspersonen sorgfiltig in 
24 stiindigen Perioden gesammelt; jede Periode wurde beendet 
mit dem Auffangen der gleich nach dem Aufstehen gelassenen 
Harnportion. Zwecks Konservierung wurde dem Harn etwas Thymol 
zugesetzt; auBerdem wurde er im LEisschrank aufbewahrt. In 
diesem Zusammenhang soll erwihnt werden, da alle mit dem 
Harn angestellten quantitativen Bestimmungen und auch die meisten 
der weiteren Versuche bereits am niichsten Tage beendet oder 
wenigstens in Angriff genommen wurden. Am Anfang des ersten 
und am Ende des 4. Fettages der Perioden I und IL nahmen die 
Versuchspersonen ein wenig Karmin zur Abgrenzung des wihrend 
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der Fettage gebildeten Kotes. Die beziiglichen Kotportionen 
wurden méglichst sorgfiltig gesammelt. 


§ 8. Forssner”), Odin”), Becker’) u. a. erwihnen eine ganze 
Reihe typischer Erscheinungen, unter welchen sie bei ihren 
Ketosisforschungen litten: u. a. starke allgemeine Miidigkeit, Kopf- 
schmerzen und besonders heftige Schmerzen im Kreuz und in 
den Oberschenkeln. Demgegeniiber klagten unsere Versuchs- 
personen nur iiber eine sich im Laufe der Experimente ver- 
schlimmernde allgemeine Miidigkeit, besonders iiber Schlaftheit 
in den Beinen, welche auch leichtere Muskelarbeit wie Treppen- 


steigen und Radfahren beschwerlich machte. Verwiesen sei auf 


§14, in welchem wir den bier erwihnten Unterschied in dem 
Befinden der verschiedenen Personen etwas niher besprechen. 

Die Versuchsperson V. fiihlte sich wihrend der Periode IT im 
ganzen etwas besser als wihrend der Periode J. Bei der Versuchs- 
person v. d. L. war das Gegenteil der Fall; in diesem Zusammen- 
hang sei schon hier nebenbei erwihnt, da diese zu Anfang der 
Periode IL offenbar in namhaft ungiinstigerem Zustand sich befand 
als zu Anfang der Periode I und sich schon wihrend des Hunger- 
tages der erstgenannten Periode eine recht starke Ketosis ent- 
wickelt hatte (vgl. §10 und 14). 

Auf Grund unserer Erfahrungen bei den hier beschriebenen 
Untersuchungen und bei deren Fortsetzung glauben wir aussprechen 
zu diirfen, daB Undekafett héchstwahrscheinlich nicht in héherem 
Grade wie die gewéhnlichen Nahrungsfette Verdaungsstérungen 
verursacht. Nur selten zeigte sich nach Kinnahme gréSerer Mengen 
Undekafett Erbrechen oder Durchfall. Bekanntlich gibt jedoch 
auch der GenuB von gréBeren Mengen der gewohnlichen Nahrungs- 
fette manchmal zu denselben Erscheinungen AnlaB; auch wir 
haben an mehreren Versuchspersonen solches mehrmals beobachten 
kénnen. Die von Hoesch”‘) mit dem Diafett gemachten Erfahrungen 
sind ebenso giinstig. Es ist kaum zu bezweifeln, daB die von 
einigen Forschern [Benedict, Ladd, Strauss und West’); 
Lundin#’); Modern?*)] nach dem Genu8 von Intarvin beobachteten 
Verdauungsstirungen (Ubelkeit, Magenschmerzen, Erbrechen) in 
vielen Fallen dem widerlichen Geruch und Geschmack dieses 
Produktes zuzuschreiben sind.*’) 

Der Verlauf der uns jetzt beschaftigenden Untersuchungen 
ist von solchen Stérungen nicht beeinfluBt worden. Erwihnt mui 


25) a. a. O., S. 384. 2) a. a. O., 8. 387. 27) a. a. O., 8. 331. 
28) a. a.0., S. 183. 2°) Vgl. hierzu auch Stern, a. a. O. 
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nur werden, daB bei der Versuchsperson V. im Laufe der Fettage 
der Periode IL sich sehr allmihlich eine Neigung zur Diarrhoe 
entwickelte. Wir vermuten, daB das warme Wetter wihrend dieser 
Periode daran schuld ist. Wihrend der Periode I war das Wetter 
viel kiithler. Kin solcher Unterschied zwischen den Witterungen 
beider Perioden, sicherlich eine unschéne Komplikation der Ver- 
suchsbedingungen, ist bei der Versuchsperson y. d. L. nicht vor- 
gekommen. 

Die Resorption des Undekafettes li8Bt nichts zu y 
winschen itibrig. Als Beweis hierfiir geben wir in Tab. IIT 
die Resultate der Bestimmungen von Neutralfett + freie Fett- 
siiure in den wihrend der Perioden I und II gesammelten Kot- 
portionen der Versuchsperson V. Der Gehalt der Trockensubstanz 
an Neutralfett +- freie Fettsiture war dauernd vollkommen normal. 











Tabelle III. 
Neutralfett + freie Fettsiure 
% 
in Trocken- isi, 
substanz im Kot 








Periode I (Fettage 30. IV.—3. V. 1931). 











Faeces vom 2. V. 1931 17,6 7,1 

» on See 21,3 3,6 

.  « ~ ie 20,9 5,1 

- > mer ore 16,7 | 2,5 
Periode II (Fettage 27.—30. V. 1931). 

Faeces vom 28. V. 1931 20,7 5,6 

~ » Bee 16,5 2,2 

>» » 2% ee 12,2 | 3,9 

+ qt ae 10,0 | 1,7 


Die Faeces der Periode I enthielten insgesamt 18,3 g, diejenige 
der Periode II, wihrend welcher 400 g Undekafett genommen 
wurden, 13,4 g hiervon. Es kann also nicht die Rede davon sein, 
daB nennenswerte Mengen Undekafett den Darm, ohne zur 
Resorption gekommen zu sein, verlassen. Ahnliche Resultate er- 
hielten wir bei der Versuchsperson y.d. lL. Die von Hoesch* 
mit dem Diafett gemachten Erfahrungen sind wiederum ebenso 
giinstig. In §4 wurde schon mitgeteilt, da8 einige Forscher iiber 
die ungeniigende Resorption des Intarvins klagen; so fand Lundin?) 
nicht weniger als 15—20°/, des aufgenommenen Fettes als groBe 


8) a.a.0., S. 182. 
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feste Stiicke in den Faeces wieder. Auf Grund der mit Diafett und 
Undekafett gemachten Erfahrungen ist es wohl sicher, daB eine 
etwaige ungeniigende Resorption eines Intarvinpriparates ihre 
Ursache findet in den besonderen Higenschaften desselben und 
ein Beweis dafiir ist, daB es eine unzweckmiBige Zusammen- 
setzung hatte. Es sei hier hingewiesen auf das in §4 iiber den 
Schmelzpunkt eines Intarvinmusters Gesagte. In dieser Beziehung 
sei noch hervorgehoben, daB es kein gliicklicher Gedanke von 
Kahn) war, gerade Glyceroltrimargarat herstellen zu wollen: 

besitzt doch dieser Stoff den hohen Schmelzpunkt von 62, 70,31 


§9. In der Tab. 4 sind die Daten beziiglich des Kérper- 
gewichts beider Versuchspersonen wihrend und kurze Zeit nach 
den Versuchstagen zusammengestellt worden. Erwihnt ist das 


Tabelle IV. 
































Versuchsperson 
sees amemenmtiads ek 
K6rper | Gesamt- Korper- | Gesamt- 
gewicht N gewicht N 
kg g kg | 8 
Periode I | Periode I 
Normaltag 23. VI. 71,6 
Hungertag29.IV. | 84,7 10,9 Hungertag24. VI. | 70,0 8,3 
“ Fettag 30. IV. 84,2 18,8 1. Fettag 25. VI. 70,1 19,2 
“a 1.V. 83,7 | 211 2. , 26.VI.] 69,5 | 20,7 
aus 4 V. 83,7 225 13. , 2%. VI.| 69,6 | 20,0 
Ri ies 3. V ae | 82 84. , @awel se 19,2 
6. V. 85,3 1.VIL| 71,2 | 
Periode II Periode II | 
Normaltag 7. VI. 71,5 
Hungertag 26. V. 85,2 10,7 Hungertag 8. VI. 70,6 9,4 
1. Fettag 27. V. 84,5 14,3 1. Fettag 9. VI. 70,2 19,7 
Sie 83,9 | 202 [}2 , 10.VI.] 69,8 | 18,2 
. . 83,6 | 211 [13 , 11.VIL] 69,0 | 19,6 
eo, Si $84 | 221 14 , IVE] 69,2 19,6 
6. VI. | 85,7 ua VL WM, 








Nettogewicht der niichternen Personen am Ende des Versuchstages 
(vgl. § 7). Der verhaltnismaBig geringe Gewichtsverlust wihrend der 
Versuchstage — Lundin verlor 5,5 kg im Laufe von drei Tagen — 
war wenige Tage spiiter schon wieder vollstiindig zuriickgewonnen, 
so da zweifellos Wasserverlust hierbei eine vorherrschende Rolle 
gespielt hat. Diese Daten rechtfertigen unseres Erachtens 





31) Thompson, Trans. Roy. Soc. Canada (III) 20 III, 445 (1926). 
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und : den SchluB, daB die Versuchspersonen wenigstens den iibergroBen 
eine Teil ihres Energiebedarfs aus der verabfolgten Kost decken 
ihre ' konnten. Solches kann nicht wundernehmen. Die tiglich verab- 
und @ reichte Kalorienzahl, rund 3500 an V. und rund 2900 an v.d.L. 
ven. [| oder in beiden Fallen etwa 41 pro kg Kérpergewicht, kann fir 
den [™ leichtere Arbeit leistende Personen geniigen und lag weit oberhalb 
ung @ des Grundstoffwechsels, am meisten bei der Versuchsperson ®. 
von | Berechnet nach Harris und Benedict war letzterer fir V. 
len: @ (40 Jahre alt, Kérperliinge 191 cm, Kérpergewicht 85 kg) 1921 Kal. 
031 / und fir v. d. L. (80 Jahre, 170 cm, 72 kg) 1704 Kal. 


Daneben enthilt die Tab. [IV Daten iiber die tiiglich mit dem 
f Harn ausgeschiedene Menge Gesamtstickstoff, nach Kjeldahl- 
' Arnold-Gunning bestimmt. Es ist uns leider nicht méglich, 


er- 
ach 


das | eine Stickstoffbilanz aufzustellen. LEjinerseits ist der auf extra- 

' renalem Wege (Kot, Schwei8 usw.) ausgeschiedene Stickstoff nicht 
__. & j}estimmt worden; andererseits sind die verabfolgten Nahrungs- 
on | mittel nicht auf ihren Stickstoffgehalt untersucht worden. Kom- 
__.__ && ~ bination der Daten aus den §6 und 9 macht es indessen wahr- 
abd scheinlich, da die Versuchsperson V. mit der verabfolgten Kost 


' im Stickstoffgleichgewicht war, und macht es sicher, daB die 
| Stickstoffbilanz der Versuchsperson vy. d. L., trotz der reichlichen 
| Menge (103 g) Eiweif in deren Kost, negativ war. 
9 Bemerkenswert ist die schéne Ubereinstimmung im Verlauf 
2 | der Stickstoffausscheidung wihrend der Perioden I und II. 
: | Im Harn der beiden Versuchspersonen wurde niemals Ki- 
9 ' weilB gefunden. 


: $10. Zu allererst ist jetzt die wichtige Frage zu erértern, ,~ 
| ob der Ersatz von Nahrungsfett durch Undekafett eine 
n | Abnahme der Ketonurie bewirkt oder nicht. Zur Beant- 
7 wortung dieser Frage kann die Tabelle V dienen, welche Angaben 
iiber die tiglich mit dem Harn ausgeschiedene Menge der Keton- 
5 kérper enthalt. 
Wir bestimmten Aceton + Acetessigsiiure, sowie $-Oxybuttersiiure mit 
Hilfe des Denigés- van Slykeschen Verfahrens®™), und zwar, wie im 


Be Krankenhaus Coolsingel in Rotterdam iiblich ist, im Prinzip in der von van 
det Slyke und Fitz *) fiir die Bestimmung dieser Substanzen im Blut angegebenen 
_ Weise; die 6-Oxybuttersiiure wurde also bestimmt im Filtrat der Bestimmung 
en, von Aceton + Acetessigsiure. Alle Bestimmungen — dies gilt auch fiir 
slle diejenige anderer Harnbestandteile usw. — sind doppelt ausgefiihrt worden. 





82) J. of biol. Chem. $2, 455 (1917). 
°8) Ebenda 82, 495 (1917). 
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Tabelle V. 






































Versuchsperson V. _ Versuchsperson v. d. L. 
Diacet- | Diacet- | 6-Oxy- | Diacet- | Diacet- | 8-Oxy- 
siiure + | siiure + | butter- siiure + | siure + | butter- bs 
Aceton | Aceton | siure— Summe! Aceton _Aceton | séure Suy E 
(jodom.) | (Denigés-v. Slyke) | yyiiii- | (jodom.) | (Denigés-v. Slyke) 
g ) 2 | ae g ee | 
Periode I 
Hungertag. . 0,29 0,11 0,52 6,9 0,15 0,13 0,49 | 
1. Fettag...| 0,71 0,56 2.35 | 32,8 0,76 0,85 | 2,37 
2. oe) ORR 0,73 2.24 | 34,2 0,85 0,85 3,38 
3. 1,52 1,40 5,93 | 81,0 0,93 |. 1,01 8,73 
4. 0,82 0,76 2.33 | 85,5 0,94 0,89 3,21 
Periode II | 
Hungertag. . 0,20 0,14 0,68 8,9 0,47 0,36 2,59 
1. Fettag...] 0,45 0,44 1,73 | 24,1 0,65 0,61 3,94 | 
2. .. +] 0,25 0,20 1,12 | 14,2 0,31 0,28 1,78 | 
3. 0,33 0,29 1,29 | 17,8 0,24 0,20 1,98 | 
4, 0,41 0,37 1,55 | 21,2 0,27 0,25 1,98 | 























Zwecks Berechnung der Resultate wurde angenommen, daB 1 mg Aceton 
20,0 und 1 mg #-Oxybuttersiiure 8,45 mg Niederschlag liefert. In § 15 wird 
bewiesen werden, daB der Harn wiihrend der Fettage der Periode II be- 
trichtliche Mengen Undekandisiure (Nonandicarbonsiure) enthielt. 
Wir haben uns davon iiberzeugt, da diese Siiure bei der Bestimmung der 
Ketonkérper nach Denigés-van Slyke nicht stérend wirkt. AuBerdem 
wurden Kontrollbestimmungen von Aceton + Diacetsiure vorgenommen mit 
Hilfe der von Embden und Schmitz) beschriebenen Ausfiihrungsform 
der jodometrischen Titration nach Messinger-Huppert. 


Die wihrend der Fettage der Periode I ausgeschiedenen 
Mengen Ketonkérper schlieBen sich gut denjenigen, welche von 
Lundin?*) wihrend der entsprechenden Periode seiner Arbeit ge- 
funden wurden, an. Die betreffenden Daten haben wir zwecks 
Vergleichs mit den unserigen in der Tabelle VI vereinigt. Bemerkt 


Tabelle VI. 








Gesamtmenge Keton- 


Lundin kérper im Harn (Millimol) 











ae er 29 

gS ag? i 43 
52 
57 








we Handb. d. biol. Arbeitsmeth. Abt. IV, Teil 5, Heft 2, 196 (1924). 
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sei, daB Lundin den Fettagen keinen Hungertag vorangehen liBt. 
Auch die Kost weist in beiden Fallen Abnlichkeit auf, nicht nur 
in der Kohlenhydratmenge, sondern auch in der reichlichen Ei- 
weiBmenge, die sie enthielt. Die von Lundin genommene Kost 
enthielt nimlich 20 g Kohlenhydrat, 100 g Eiwei8 und 177 g Fett. 
Anderseits finden sich in der Literatur mehrere Angaben iiber 
das Auftreten einer viel stirkeren Ketonurie bei gesunden Per- 
sonen nach dem GenuB einer derartigen ketogenen Kost. 

Es hat keinen Zweck, die betreffende Literatur hier ausfiihrlich zu 
besprechen; wir wollen nur ein paar willkirliche Beispiele herausgreifen. 
So schied z. B. eine von Landergren®*) untersuchte Person, der kein 
Kohlenhydrat, aber 23 g Alkohol, 108 g Eiwei8 und 200 g Fett verabfolgt 
wurde, am 5. Tage dieser Kost nicht weniger als 2,3 g Aceton und 13,0 g 
§-Oxybuttersiure im Harn aus. Bei dem bereits zitierten Versuch von 
Becker*), der mehr Kohlenhydrat und weniger Eiwei8 zu sich nahm als 
unsere Versuchspersonen, wurde am 3. Tage sogar 2,1 g Aceton und 19,2¢ 
§-Oxybuttersiiure im Harn ausgeschieden. Forssner™) fand noch gréBere 
Mengen Ketonkérper. Die Ursachen dieser typischen Unterschiede — 
welche zweifelsohne zum Teil individueller Natur sind: manche Menschen 
neigen unter solchen Umstiinden offenbar viel stiirker zur Ketonurie als 
andere — brauchen uns hier nicht zu beschiftigen. 

Fiir unseren Zweck wire es wiinschenswert gewesen, daB sich 
auch bei unseren Versuchspersonen eine so ausgepragte Ketonurie 
gebildet hitte. Auch jetzt ist es jedoch wohl unverkennbar, daB 
unsere beiden Versuchspersonen wihrend der Periode II 
eine betrichtlich kleinere Menge Ketonkérper im Harn 
ausschieden als wihrend der Periode I. Am meisten be- 
weisend sind die Daten fiir die Versuchsperson vy. d. L., bei der 
die Verteilung des verabfolgten Fettes iiber den Tag (§ 6) und 
die Witterung (§ 8) wahrend beider Perioden dieselbe waren. 
Diese Person befand sich ja zu Anfang der Periode II offenbar 
in namhaft ungiinstigerem Zustande als zu Anfang der Periode I. 
Schon wahrend des Hungertages entwickelte sich bei ihr eine 
starke Ketosis und Ketonurie: die Alkalireserve war schon am 
Morgen des ersten Fettages bis auf nur 38 Vol.°/, gesunken, 
wihrend sie am korrespondierenden Zeitpunkt der Periode I 
46 Vol.°/, war (vgl. § 14) und die Menge ausgeschiedener Keton- 
kérper war wahrend des Hungertages der Periode II 31,1 Milli- 
mol. gegeniiber nur 7,0 Millimol. wihrend des Hungertages der 
Periode I. Trotzdem trat bei Verabreichung der Undekafett ent- 





85) Nord. med. Ark. 1911 VI, Nr. 10. 
6) Skand. Arch. Physiol. 23, 805 (1910). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXV. 17 
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haltenden Kost prompt eine Besserung der Ketosis ein und war 
schon wahrend des zweiten Fettages die Menge der im Ham 
ausgeschiedenen Ketonkérper bedeutend kleiner als jemals wahrend 
der Fettage der Periode I; wihrend des ersten Fettages wurde 
noch eine erhebliche Menge retinierter Ketonkérper ausgeschieden. 

Beachtenswert ist jedenfalls, da’ bei beiden Versuchspersonen 
die Abnahme der Acetonausscheidung ausgeprigter ist als die- 
jenige der 6-Oxybuttersiureausscheidung. 

Unsere Ergebnisse fiihren somit zu dem SchluB, daB unter 
den beschriebenen Umstinden beim Abbau der Undecy]- 
siure im Organismus entweder keine oder viel weniger 
Ketonkérper als aus den Nahrungsfettsduren gebildet 
werden. An der Richtigkeit dieses Schlusses kann jetzt wohl 
nicht mehr gezweifelt werden. Einerseits war Lundin zum Ziehen 
der gleichen Folgerung aus seinen schon 6fters erwihnten Unter- 
suchungen iiber Intarvin fraglos berechtigt. Als von den 177 ¢ 
Fett in seiner Kost 100 g durch Intarvin ersetzt wurden, nahm 
die Menge pro Tag ausgeschiedener Ketonkérper schnell ab, um 
wieder bedeutend anzusteigen, sobald ausschlieBlich Nahrungsfett 
verabreicht wurde; in der Tab. VII sind die betreffenden Lundin- 
schen Resultate wiedergegeben (vgl. auch Tab. VI). Der Vollstandig- 
keit halber sei hier noch auf ein derartiges Experiment hin- 
gewiesen, von Kahn*") an einer gesunden Person mit Intarvin 
angestellt, dessen in jeder Hinsicht erstaunlich schéne Resultate 
ernsten Bedenken begegnen, die hier aber nicht besprochen 
werden sollen. 

Tabelle VIL. 


























Ketonkérper 

Lundin im Harn 

Millimo] 
Periode I. 177g Nahrungsfett . : 7. Fettag 57 
Periodell. 77g Nahrungsfett + 100g Intarvin —— 70 
—. . 43 
. eee 36 
a ~ 26 
Periode I. 177g Nahrungsfett .. ...] 12. ,, 53 
* ao 81 


Anderseits kommen mehrere Forscher, die Intarvin oder Diafett 
an Zuckerkranke verabreichten, ebenfalls zu dem SchluB, dai 


32) Amer. J. med. Sci. 166, 829 (1923). 
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Ersatz von Nahrungsfett durch diese synthetischen Fette zu einer 
Abnahme, bzw. zum Verschwinden oder — bei einer andersartigen 
Ausfiihrungsweise der Experimente — Zusatz dieser Fette zu 
einer ketogenen Kost nicht zu einer Zunahme der Ketonurie dieser 
Patienten fiihrt. Verwiesen sei hier auf die Arbeiten von Kahn‘)9), 
Benedict, Ladd, Strau8 und West’), Rathéry®’) und Einhorn 
und Braunstein’) tiber Intarvin und von Hoesch") iiber Dia- 
fett. Wie schon bemerkt wurde, glauben wir uns hier einer aus- 
fihrlichen, kritischen Besprechung dieser und weiterer Literatur 
enthalten zu kénnen. Erwahnt sei nur, da einige Forscher (Kahn; 
Einhorn und Braunstein) sich offenbar mit einer Beurteilung 
der Ketonurie mittels qualitativer Farbreaktionen auf Acetessig- 
siure und (oder) Aceton begniigt und somit die -Oxybuttersiiure ganz 
auBer Betracht gelassen haben. Infolge der wohlbekannten Tat- 
sache, daB Acetessigsiure, Aceton und f-Oxybuttersiure in stark 
wechselndem Verhiltnis im Harn vorhanden sein kénnen, ist eine 
derartige Beurteilungsweise der Ketonurie als unzulinglich zu 
erachten. In diesen Fallen kann, wie sorgfiltiges Studium der 
einschlagigen Literatur lehrt, die betreffende SchluBfolgerung in- 
dessen doch noch als berechtigt betrachtet werden, falls dieselbe 
auf die Ausscheidung von Aceton (Acetessigsiure) beschriankt wird. In 
ihrer Gesamtgeltung driingt sich jener SchluB in iiberzeugender Weise 
in den schénen und umfassenden Untersuchungen von Hoesch auf. 


§ 11. Am Ende seiner Abhandlung kommt Lundin’) zur 
folgenden sehr bestimmten Behauptung beziiglich des Intarvins: 


»An Acidosis produced by a high natural fat and low carbo- 
hydrate diet in a normal man does not disappear upon replacing 
the natural fat by odd carbon fat (though the acetone bodies 
decrease); instead of the acidosis caused by natural fat from the 
oxidation products of butyric acid (@-acid, acetoacetic acid) another 
acidosis is formed from the odd fat by the oxidation products of 
propionic acid (lactic acid, pyruvic acid, acrylic acid?).“ 

Diese Behauptung beruht nur auf Harnuntersuchungen und 
ist experimentell nicht begriindet. Es ist nimlich gar keine Rede 
davon, da8 Lundin die Anwesenheit von Milchsiure und Brenz- 
traubensiure als partielle Abbauprodukte der in Intarvin vor- 
handenen Fettsiiuren mit ungerader Zahl von Kohlenstoffatemen 
mit Sicherheit bewiesen hat. Diese Siuren sind nicht entweder 
als solche oder in Form eines Salzes oder eines Derivates aus 
dem Harn isoliert worden. Die Behauptung stiitzt sich nur auf 


ya 





; 
} 
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die Ergebnisse einer sehr kleinen Anzahl ,,Milchsiure“-Bestim- 
mungen nach y, Firth und Charnass, welche entweder direkt 
im Harnfiltrat nach Ammoniumsulfatsittigung, ein einziges Mal 
nach Ohlsson im amylalkoholischen Extrakt dieses Harns (Milch- 
siure) oder in diesem Extrakt nach vorangehender Reduktion 
mit Zink und Salzsiiure (Brenztraubensiure) ausgefiihrt wurden, 
Sogar unter der Voraussetzung, dab die von Lundin angewandten 
Verfahren eventuell vorhandene Milchsiure und Brenztraubensiure 
mit befriedigender Genauigkeit zu bestimmen erlauben wiirden, 
ist das gesammelte Zahlenmaterial — fiir welches auf das Original 
hingewiesen sei — noch nicht sehr beweiskriftig. 


Gegen die genannten Verfahren ist jedoch manches einzuwenden. 
Bekanntlich enthiélt jeder Harn Substanzen, welche bei diesen und ihn- 
lichen, die Bestimmung von Milchsiiure bezweckenden Verfahren gleichfalls 
Acetaldehyd oder andere fliichtige, gegeniiber Natriumbisulfit und bei der 
jodometrischen Titration sich in gleicher Weise benehmende Produkte 
liefern. Das Resultat einer Bestimmung ist dann von der mehr oder weniger 
volistiindigen Beseitigung dieser stérenden Substanzen bei der gewihlten 
Vorbehandlungsweise des Harns (Extraktion mit Ather oder Amylalkoho!; 
Behandlung mit Kupfersulfat und Kalkmilch usw.) abhingig. Friedemann 
und Kendall**) haben bei einem normalen Harn einige dieser Vorbehand- 
lungsweisen in dieser Hinsicht einer vergleichenden Untersuchung unter- 
zogen; die niedrigsten und deshalb wohl die besten Resultate wurden er- 
halten nach Behandlung des itherischen Extrakts des Harns mit Kupfer- 
sulfat und Kalkmilch. Es besteht jedoch nicht die geringste Sicherheit 
dariiber, daB in dieser Weise alle stérenden Substanzen beseitigt werden. 
Falls Liljestrand und Wilson®) und Snapper) Recht haben mit ihrer 
Annahme, daB im normalen Harn Milchsiiure praktisch nicht anwesend 
ist — sie konnten hieraus das charakteristische Zinklactat nicht isolieren —, 
dann ist solches folglich nicht der Fall. Bei Lundins ,,Milchsiure“- 
Bestimmungen wurde nun meistens keinerlei “Vorbehandlung angewandt; 
die Sittigung des Harns mit Ammoniumsulfat kann nicht als eine solche 
betrachtet werden. Nur einmal wurde die Bestimmung auch im amylalko- 
holischen Extrakt des Harns ausgefiihrt und das Resultat war dann noch 
héher als bei der direkten Bestimmung! Da8 die Vorbehandlung nach 
Ohlsson untauglich ist, ist schon von Jervell*') nachgewiesen worden. 
Der Wert der Lundinschen ,,Milchsiiure“-Bestimmungen ist denn auch 
zweifellos sehr gering. 

Fiir seine ,, Brenztraubensiure‘‘-Bestimmungen geht Lundin aus von der 
von Lieben**) ausgearbeiteten Methode, bestehend in der Reduktion dieser 
Siure zu Milchsiure mit Hilfe von Zink und Salzsiure und nachfolgender 
Bestimmung der letztgenannten Siure nach vy. Fiirth und Charnass; er 
unterli8Bt es aber — obschon solches unserer Meinung nach auf Grund der 
soeben erwihnten, mit der Milchsiurebestimmung im Harn gemachten Er- 


88) J. of biol. Chem. 82, 23 (1929). 8*) Ebenda 65, 770 (1925). 
*°) Privatmitteilung. 41) Acta med. scand., Suppl. 24, 21 (1928). 
| #) Biochem. Z. 136, 240 (1923). 















































Untersuchungen iiber den Fettstoffwechsel I. 945 


- fahrungen zweifelsohne erforderlich gewesen wiire — durch Kontroll- 
irekt & bestimmungen zu beweisen, daB die Anwendung der genannten Methode auf 
Mal — Harn zu wenigstens einigerma8en zuverlissigen Resultaten fiihrt und nament- 
ich. [F lich, daB bei der Reduktion des Harns mit Zink und Salzsiure aus darin 
tion f- anwesenden Substanzen keine, die nachfolgenden Milchsiurebestimmungen 
den, By stérenden Produkte entstehen kénnen. ai 
dten Gegen diese Behauptung Lundins hat zuerst Kahn**) Kin- 
sure  winde erhoben. Dieser konnte unter denselben Umstiinden, wie 
den, § sie bei Lundins Versuch vorlagen, die Anwesenheit von_,,Milch- 
ina] @ ‘sadure* im Harn nach IntarvingenuB nicht feststellen. Uber die 
| benutzte Untersuchungsmethode wird jedoch leider nichts mitgeteilt. 
den, £ Ebensowenig gelang es Hoesch!) bei seiner Arbeit iiber 
thn. | Diafett, mittels der von Hopkins und Fletcher angegebenen 
falls [® Farbreaktion im Harn der untersuchten Diabetiker Milchsiiure 
der @ nachzuweisen oder im itherischen Extrakt des Harns nach dem 
= | Abdestillieren des Acetons mit Hilfe von p-Nitrophenylhydrazin 
i ! eine positive Brenztraubensiurereaktion zu erzielen. 
hol; Bemerkt sei hierzu, daB die genannte Milchsdureprobe nur wenig 
inn —%  empfindlich ist; der negative Ausfall dieser Reaktion im Harn, dessen Tages- 
nd- volumen betrichtlich ist, besagt daher noch keineswegs, dab hiermit in 
ter #® 24 Stunden nicht eine bedeutende Menge Milchsdure ausgeschieden sein 
er- @ kann. Auch die fiir das Auffinden von Brenztraubensiure benutzte Technik 
fer- ' ist wenig empfindlich. 
oy Kine eventuelle Ausscheidung im Harn von Milchsiiure und 
rer @ (oder) Brenztraubensiure als partielles Abbauprodukt von Fett- 
nd —% siuren mit ungerader Zahl von Kohlenstoffatomen wire eine 
— — ikraftige Andeutung, wenn nicht ein Beweis dafiir, daB diese 
4 Fettsiuren im Organismus durch #-Oxydation zu Propion- -~ 
he siure abgebaut werden und diese durch a-Oxydation 
co (™® weiter verarbeitet wird. Kiner von uns hat diese Méglichkeit 
ch @® ausfihrlich in einer programmatischen Abhandlung besprochen, 
_ | auf die hier verwiesen sei.44) Niheres Studium dieser von theo- 
“4 retischem und auch praktischem Standpunkt aus wichtigen Streit- 
| frage war entschieden erwiinscht. Zu diesem Zwecke haben wir 
er #@ in jedem 24 Stunden-Harn unserer beiden Versuchspersonen die 
er ' ,Milchsiure“ quantitativ bestimmt. 
a Fiir diese Bestimmungen bedienten wir uns der von Friede- 
ne mann und Kendall*®) beschriebenen Modifikation des v. Fiirth- 


48) J. metabolic Research 7—8, 81 (1925—1926). 

“4) Verkade, Chem. Weekblad 28, 470, 477 (1931). 

5) J. of biol. Chem. 82, 23 (1929); vgl. Friedemann, Cotonio 
u. Shaffer, ebenda 78, 335 (1927). 
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Charnasschen Verfahrens, Der bei der Oxydation mit Kalium- 
permanganat und Manganosulfat in phosphorsaurer Lisung ge- 
bildete ,,Aldehyd“ wurde in der von Baars‘) angegebenen Weise 
in Natriumbisulfitlésung aufgefangen. In der Titration dieses 
»Aldehyds* nach Clausen haben wir eine kleine Abinderung 
angebracht, welche uns eine Verbesserung zu sein scheint. Be- 
kanntlich wird bei dieser Methode zuerst der Bisulfitiiberschuf 
mit Jodlésung weggenommen; sodann wird das gebundene Bisulfit 
durch Zusatz von Natriumbicarbonat in Freiheit gesetzt und mit 
Jodlésung titriert. Friedemann und Kendall4’) erwiéhnen, das 
ein nach van Slyke mit Kupfersulfat und Kalkmilch vorbehandelter 
Harn eine ,,Aldehyd“-Bisulfitlésung liefert, welche bei der ersten 
Phase der Titration nach Clausen einen scharfen und bleibenden 
Farbumschlag der Starke zeigt. Wir kénnen dies nicht bestitigen: 
der Umschlag war immer in einer sehr hinderlichen Weise un- 
scharf, wohl infolge der Anwesenheit von verhiltnismiébig leicht 
dissoziierenden Bisulfitverbindungen. Wir haben diesem Ubel in 
der Weise vorbeugen kinnen, daf wir der Bisulfitlésung einen 
kleinen UberschuB 0,1 n-Jodlisung zusetzen und diesen wihrend 
etwa einer Stunde einwirken lassen. Dann wird vorsichtig soviel 
verdiinnte Thiosulfatlésung zugetropft, daB noch eben eine Blau- 
farbung des Stirke-Indikators wahrnehmbar ist, Bicarbonat zu- 
gesetzt und das freigemachte Bisulfit mit Hilfe einer 0,1 n-Jod- 
lésung aus einer Mikrobiirette titriert. DaB dieses Verfahren 
zulissig ist, zeigen folgende Kontrollbestimmungen an einer Acet- 
aldehyd—Bisulfitlésung: 

17,5 eem dieser Lésung erforderten 2,30 cem 0,0919 n-Jodlésung zur 
Oxydation des iiberschiissigen Bisulfits. In drei Versuchen wurden nun 
0, 1 bzw. 3 ccm mehr zugesetzt, wonach die Lésungen wihrend 1'/, Stunden 
stehen blieben. Dann wurde aus den beiden letzteren der Jodiiberschui 
durch Zutropfen der Thiosulfatlésung entfernt. Nach Bicarbonatzusatz 
war nun zur Oxydation des in Freiheit gesetzten Bisulfits 1,12, 1,13 bzw. 
1,11 cem der obengenannten Jodlésung erforderlich. Bei diesen Versuchen 
war also von einer Oxydation des gebundenen Bisulfits durch die Jod- 
lésung gar keine Rede. Auch aus Angaben von Friedemann, Cotonio 
und Shaffer ging dieses iibrigens schon hervor.*’) 

Die Ergebnisse unserer ,,Milchsiure“-Bestimmungen sind in 
Tab. VIII zusammengestellt. Die erhaltenen Zahlen lassen deutlich 
erkennen, daB von einer erhéhten Milchsiureausscheidung 
als Folge des Genusses von Undekafett keine Rede war. 





46) Dissertation, Delft 1930, S. 161. aa 0., 8. &. 
48) g.a.0., S. 344. 
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i g ,,Milchsiure“ pro Tag 
ieses t Versuchsperson V. Versuchsperson y. d. L. 
rung F = : - 
‘Be £ Periode I. 
hub : Hungertag. . . . nk 0,17 
4 ecu 026 030 
Some &. we kw +s 0,37 | 0,27 
dap Mth oy ee 0,28 0,26 
alter Periode II. ; 
sten & ——. an 0,32 033 
iden BF 2. ,, re 0,26 0,32 
gen: 0,27 0,37 
is 0,28 0,39 

un- & 
icht In den 4 Fettagen von Periode I, bzw. II wurde von der 
L in _ Versuchsperson V, im ganzen 1,16 bzw. 1,13 g und von der Ver- 
nen @ suchsperson y. d. L. 1,13 bzw. 1,31 g ,,Milchsiure“ ausgeschieden; 
end ' die maximale Schwankung an korrespondierenden Tagen der 
viel | beiden Perioden betragt — 0,10 g (3. Fettag; Versuchsperson V.) 
lau- und + 0,13 g (4. Fettag; Versuchsperson v.d.L.). Aus der Lite- 
ZU- @ yatur sind uns keine Daten iiber die ,,Milchsiure“-Ausscheidung 
jod- unter der Periode I analogen Bedingungen bekannt. 
— Unsere Versuche zum Nachweis von Brenztraubensiiure im 
cet- @ Harn haben sich auf die Anwendung der schénen Simonschen 

| Farbreaktion*®) beschrankt; die auf vielerlei Art modifizierten 
zur /  Versuche gestatten nicht endgiiltige Schliisse zu ziehen. Posi- 
nu) tive Hinweise fiir die Anwesenheit dieser Séiure haben wir nicht 
a“ erhalten. 
satz Selbstverstandlich darf aus unseren in diesem § mitgeteilten 
zw. [ Resultaten, bzw. aus den entsprechenden Befunden von Hoesch 
hen @ keineswegs gefolgert werden, daB in der oben angedeuteten Weise 
se | kein Abbau der Fettsiuren mit ungerader Zahl von Kohlenstoff- 


atomen im Organismus stattfindet. Hoesch glaubt sich indessen 
_ zu diesem SchluB berechtigt und fiihrt dafiir noch einen anderen 
ich | Grund an: die bei Verfolgung des Milchsiurespiegels im Blut 
' eines Diabetikers wihrend einer Diafettperiode erhaltenen Zahlen 
(Milchsiuregehalt 12—13 mg-°/,) waren den wahrend der an- 





) Simon, C. r. Acad. Sci. 125, 534 (1897); Simon u. Piaux, Bull. 
Soc. Chim. biol. 6, 477 (1924). 
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schlieBenden Perioden, in welchen gewdéhnliches Nahrungsfett 
verabreicht wurde, gefundenen gleich und blieben innerhalb der 
Grenzen des Normalen bei Muskelruhe.®°) 


Nicht mitgeteilt wird jedoch, was doch fraglos wesentlich ist, an 
welchem Zeitpunkt die Blutentnahme fiir die Milchsiurebestimmung erfolgte 
und an welchen Zeitpunkten und in welchen Mengen Diafett verabfolgt 
wurde. Die Untersuchungen der letzten Jahre auf dem Gebiete der Ar- 
beitsphysiologie haben gezeigt, da8 der menschliche Kérper, auch der dia- 
betische, in kurzer Zeit groBe Mengen Milchsiure verarbeiten, folglich eine 
aufgetretene Milchsiureacidosis wieder schnell zum Verschwinden bringen 
kann. Falls also die Blutentnahme bei dem Hoeschschen Versuch am 
Morgen niichtern erfolgte — und solches ist wohl wahrscheinlich —, war 
auch bei eventuellem Abbau des Diafettes iiber die Milchsiure als Zwischen- 
produkt ein erhéhter Milchsiiurespiegel nicht mehr zu erwarten. Es ist 
zweifelsohne wiinschenswert den Verlauf des Milchsiurespiegels in den der 
Verabfolgung von Undekafett und aihnlichen Fetten folgenden Stunden unter 
méglichst wechselnden Umstiinden zu untersuchen; wir beabsichtigen eine 
solche Arbeit aufzunehmen. Es ist denkbar, daB unsere Versuchspersonen 
und die von Hoesch untersuchten Diabetiker Undekafett bzw. Diafett iiber die 
Milchsdure als Zwischenprodukt verarbeiteten, ohne daB dies in einer nennens- 
werten oder sogar nachweisbaren Erhéhung des Milchsiurespiegels ihres Blutes 
zum Ausdruck kam und ohne da eine nachweisbare Erhéhung der ,,Milch- 
siure“-Ausscheidung im Harn erfolgte. In dieser Beziehung sei hier auch 
daran erinnert, da8 bei gleichzeitiger Verbrennung einer geniigenden Menge 
Kohlenhydrate sehr bedeutende Mengen der gewéhnlichen Nahrungsfette 
iiber die primiren Ketonkérper abgebaut werden kénnen, ohne daB es zu 
nennenswerter Ausscheidung von Ketonkérpern im Harn kommt; wir kénnten 
auch noch auf die Tatsache hinweisen, daB Engfeldt*') im normalen 
Menschenblut nur etwa 0,2 mg-°/, Gesamtaceton und etwa 1,5 mg-°/, B-Oxy- 
buttersiiure fand, wenn nicht auch hier, wie bei den von Hoesch aus- 
gefiihrten Milchsiurebestimmungen, die erforderlichen Angaben iiber die 
Zeitpunkte und die Mengen des Fettgenusses und iiber den Zeitpunkt der 
Blutentnahme fehlten. 


§ 12. Die Annahme der Méglichkeit, daB die durch #-Oxy- 
dation der héheren Fettsiuren mit ungerader Zahl von Kohlen- 
stoffatomen entstandene Propionsiure durch a@-Oxydation weiter 
verarbeitet wird, wird von Kahn**) einfach als ketzerisch be- 
trachtet; dieser spricht von ,,a very revolutionary statement and 
also a statement not at all in consonance with all our knovw- 
ledge of fat metabolism“. Der zweite Teil dieser Behauptung ist 
véllig willkiirlich; handelt es sich hier doch um den Abbau der 


5°) a. a. O., S. 148. 

51) Beitriige zur Kenntnis der Biochemie der Acetonkérper, Lund, 
1920, 8. 52 u. 176; vgl. Peters u. van Slyke, Quantitative clinic. chem. 
Vol. I, 1931, 8. 494. 
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Fettsiuren mit ungerader Zahl von Kohlenstoffatomen und 
dariiber war damals noch so gut wie nichts bekannt. 

Wir beabsichtigen nicht hier iiber diese interessante Frage 
ausfibrliche Betrachtungen anzustellen. Wie aus der schon zitierten 
programmatischen Abhandlung des einen von uns hervorgeht, er- 
achten wir einen solchen, iber Milchsiure und Glucose bzw, 
Glykogen fihrenden Abbau der betreffenden Fettsiiuren keines- 
wegs fiir ausgeschlossen.5?) Weitere Untersuchungen iiber diese 
eventuelle Abbauweise stehen auf unserem Programm; u.a. haben 
wir die Absicht, den Verlauf des Blutzuckerspiegels in den der 
Verabfolgung von Undekafett und ihnlichen Fetten folgenden 
Stunden unter méglichst wechselnden Umstiinden zu untersuchen. 
Wihrend der vorliegenden Arbeit haben wir nur jeden Morgen 
den Blutzuckerwert der niichternen Versuchspersonen bestimmt; 
die merkwiirdigen Resultate dieser Bestimmungen fiihrten keines- 
wegs zu definitiven SchluBfolgerungen und kénnen spiter zur Be- 
sprechung kommen. Hier sei nur noch erwahnt, dab im Harn 
unserer Versuchspersonen niemals Glucose anwesend war. 


§ 13. Lundin?) hat es fiir nétig erachtet, die von ihm 
wihrend seiner Untersuchungen iiber das Intarvin produzierten 
Tagesharne auf die Anwesenheit von Propionsiure zu priifen. 
Auf 8. 159 seiner Abhandlung findet sich folgende, in Kursiv- 
druck wiedergegebene und also offenbar fiir wichtig gehaltene 
SchluBfolgerung: 

During the whole experiment, ..., none or only a trace of propionic 
acid had been formed.“ 

Unserer Meinung nach war das Auftreten dieser Siure als 
partielles Abbauprodukt der in Intarvin vorhandenen Fettsiuren, 
es sei denn spurenweise, auch nicht zu erwarten. Nihere Unter- 
suchungen in dieser Richtung — wozu jedenfalls eine bessere 
Methode als die von Lundin angewandte beniitzt werden miiBte — 
kamen uns denn auch ganz iberfliissig vor. Bemerkt sei noch, 
da8 niemals im Harn die Anwesenheit von mehr als Spuren 
Buttersiure nach Einnahme einer sehr fettreichen (und eventuell 
kohlenhydratarmen) Kost sich gezeigt hat. 


§ 14. In § 10 wurde nachgewiesen, daf bei unseren Ver- 
suchspersonen die Menge der im Harn ausgeschiedenen Keton- 
kérper wihrend der Periode II erheblich geringer war als wihrend 





54) Verkade, Chem. Weekblad 25, 477 (1931). 
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der Periode I. Der Umfang der Ketonurie ist entschieden nicht 
ein unter allen Umstainden zuverlissiger MaBstab fir den Grad 
der Ketonkérperacidosis; wir glauben jedoch, daB wenig dagegen 


einzuwenden ist, sie bei unseren Versuchen als solchen zu be- 


trachten und daher zu folgern, dab die Ketonkérperacidosis 
wihrend der Periode II schwicher war als wahrend der 
Periode I. 

Schéner wire es gewesen, wenn wir wihrend beider Perioden 
an bestimmten Zeitpunkten den Ketonkérpergehalt des Blutes 
bestimmt hatten. Hiervon haben wir jedoch Abstand genommen, 
um es unseren Versuchspersonen nicht zu schwer zu machen. 


In der Tab. IX sind nun die Resultate der Bestimmungen 
einiger anderer GréBen vereinigt, welche mit mehr oder weniger 
Recht — hierauf brauchen wir hier nicht einzugehen — als Mab- 
stab fiir die Saiureausscheidung und (oder) fir die Acidosis be- 
trachtet werden. 


Die Aciditéit des Harns wurde bestimmt durch Titration nach 
Folin®’) mit 0,1 n-Kalilauge gegeniiber Phenolphthalein als Indikator. 

Der Ammoniakgehalt des Harns wurde bestimmt mit Hilfe der 
von Barrenscheen und Wilheim™) beschriebenen Ausfiihrungsform des 
Folinschen Durchliiftungsverfahrens: 25 cem Harn wurden in eine Wasch- 
flasche mit bis dicht an den Boden reichendem Zufuhrrohr gebracht und 
mit 10 g Krystallsoda, etwas Phenolphthalein (zur Kontrolle der alkalischen 
Reaktion) und einigen Tropfen Caprylalkohol versetzt. Wihrend 8 Stunden 
wurde nun ein sehr kriftiger, mit konzentrierter Schwefelsiure gewaschener 
Luftstrom durchgeleitet. Das ausgetriebene Ammoniak wurde aufgefangen 
in 25 ccm sich in einer dhnlichen Waschflasche befindenden 0,1 n-Schwefel- 
siure. Die dabei nichtverbrauchte Siure wurde durch Titration mit Kali- 
lauge gegeniiber Methylrot bestimmt. Doppelbestimmungen gaben immer 
sehr schén iibereinstimmende Resultate. Hintanschaltung einer zweiten 
Waschflasche mit 0,1 n-Schwefelsiure erwies sich als tiberfliissig. AuBerdem 
haben wir noch durch Formoltitration den Gehalt des Harns an Ammoniak 
+ Aminosiuren bestimmt. Die mit dieser, bei Anwendung auf Harn 
wenig genauen Methode erhaltenen Resultate schlossen sich, wie ja auch 
erwartet werden konnte, ganz denjenigen der direkten Ammoniakbestim- 
mungen an und kénnen deshalb unerwihnt bleiben. 

Das Kohlensiurebindungsvermégen des Blutplasmas der 
niichternen Versuchspersonen (die Alkalireserve) wurde, ausgehend von 
durch Venenpunktion erhaltenem Blut, in der von van Slyke und Cullen® 
angegebenen Weise bestimmt. 

Zur Bestimmung der Kohlensiurespannung der Alveolarluft 


58) Amer. J. Physiol. 9, 25 (1903). 

54) Die Laboratoriumsmethoden der Wiener Kliniken, 1928, S. 614. 

55) J. of biol. Chem. 30, 289 (1917); vgl. Peters u. van Slyke, a.a.0O., 
Vol. II, S. 251. 
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benutzten wir den Apparat von Fridericia.*®) Unter der Bedingung, 
daB die Versuchspersonen, vor dem Auspressen der Lungenluft in den 
Apparat, wihrend etwa 10 Minuten sich ruhig verhielten und nicht redeten, 
erhielten wir mit unseren 3 Apparaten sehr geniigend iibereinstimmende 
































Resultate. 
Tabelle IX. 

Versuchsperson V. Versuchsperson vy. d. L. 
Aciditit CO,-Span-| Aciditit CO,-Span- 
in cem | NH, | Alkali-| Dung der} in ccm | NH, | Alkali-| Dung der 
0,1 n- sian Alveolar- | 0,1 n- annie Alveolar- 
Lauge luft Lauge luft 

& pro g pro 
pro Tag} Tag | Vol-°/, mm pro Tag; Tag | Vol-°/, mm 

Periode I | 

Hungertag 384 0,58 52 39 213 0,45 | 46 84 

1, Fettag 479 0,87 48 38 546 1,05 | 45 3D 

. x 623 1,31 | 48 34 670 1,32 | 45 $5 

aay 781 1,82 _ 37 634 1,29 |} 45 $4 

. 540 1,70 51 35 647 1,37 | 41 35 

| 

Periode II 

Hungertag. . 326 0,54 51 37 229 0,50 38 35 

1, Fettag. .. 368 0,68 50 38 532 1,26 40 35 

Pa i a 496 1,19 48 35 555 1,39 38 34 

» » ave 669 1,84 48 36 560 1,88 35 3 

LL « ceweleolae 2138 | 47 38 600 2,20 | 31 29 























Zu diesen Daten sei folgendes bemerkt: 

1. Die Aciditét des Harns war bei beiden Versuchspersonen 
wihrend der Fettage der Periode II so gut wie immer etwas 
niedriger als wihrend derjenigen der Periode I. Berechnet auf 
die ganze Periode betrigt jedoch die Verminderung in der Aus- 
scheidung von ,,titrierbarer Siiure“ bei der Versuchsperson V. 
nur etwa 8°/, und bei der Versuchsperson y. d. L. nur etwa 10°/,. 

2. Bei jeder der beiden Versuchspersonen war die Ammoniak- 
ausscheidung waihrend beider Hungertage annihernd die gleiche 
und stieg waihrend der Periode If zu gréBerer Hihe als wihrend 
der Periode I; besonders bei der Versuchsperson v. d. L. ist der 
Unterschied stark ausgepriigt. Bei dieser betrug die Gesamt- 
ammoniakausscheidung wihrend der PeriodeI 5,48 g und wihrend 
der Periode II 7,13 g oder iiber 30°/, mehr. Bei der Versuchs- 
person V. waren sie wahrend beider Perioden nahezu gleich, 
nimlich 6,28 g und 6,38 g. In Anbetracht der geringeren Ke- 


56) Berl. Klin. Wschr. 27, 1268 (1914); vgl. Peters u. van Slyke, 
a. a. O., Vol. II, S. 168. 
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tonurie wihrend der Periode IJ wiirde man: a priori dort sicher- 
lich auch eine geringere Ammoniakausscheidung erwartet haben. 
In der Tab. X sind die sog. Ammoniakzahlen®’), d. bh. der 
Prozentanteil des Ammoniaks im Totalstickstoff des Harns wieder- 
gegeben; diese steigen bei beiden Versuchspersonen wiihrend der 
Periode II héher an als wahrend der Periode I. 























Tabelle X. 
Ammoniakzahlen. — 

Versuchsperson V. Versuchsperson y. d. L. 

Periode I | Periode II Periode I Periode I 
Hungertag 4,4 | 4,2 4,5 4,4 
1, Fettag 3,8 | 3,9 4,5 5,3 
“RRA 5,1 | 4,9 5,8 6,3 
a eee 6,7 | 7,2 5,3 7,9 
i 6,6 1,9 5,9 9,2 











3. Leider haben wir es immer unterlassen vor dem Anfang 
jeder Periode am Morgen des Hungertages die Alkalireserve der 
Versuchspersonen zu bestimmen. Am 8. VI. 1931, einige Tage 
nach Beendigung der Periode II der Versuchsperson V., als diese 
also ihre normale Lebensweise wieder aufgenommen hatte, betrug 
deren Alkalireserve 59 Vol-°/,. Am Ende des Hungertages 
der Periode I bzw. II betrug die Alkalireserve nur 52, baw. 
51 Vol-°/,.. Weil der Ersatz von Nahrungsfett durch Undeka- 
fett zu einer geringeren Ausscheidung von Ketonkérpern im 
Harn fiibrt ($10), kénnte a priori wihrend der Periode IL ein 
giinstigerer weiterer Verlauf der Alkalireserve erwartet werden 
als wihrend der Periode JI. Wie aus den Angaben der Tab. IX 
hervorgeht, ist solches nicht, eher das Gegenteil der Fall. Beide 
Reihen von Werten der Alkalireserve deuten auf das Bestehen 
einer leichten Acidosis. 

Die Versuchsperson vy. d. L. war wihrend der Periode II 
offenbar in einem weniger guten kérperlichen und (oder) psychischen 
Zustand als wahrend der Periode I; schon nach dem Hungertag 
war die Alkalireserve hier sehr niedrig, niimlich 38 Vol-°/, gegen- 
itiber 46 Vol-°/, nach dem Hungertag der Periode J. Bei dieser 
Versuchsperson haben wir spiter aus Ursachen, die hier nicht 
erértert zu werden brauchen, die Periode II, jedoch mit einer in 








57) Hasselbalch, Biochem. Z. 74, 1, 18 (1916). 
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unwichtigen Punkten etwas abgeinderten Kost, wiederholt. Die 
Tab. XI gibt eine Ubersicht der dann fiir die Alkalireserve ge- 
fundenen Werte nebst des Verlaufs der Ammoniakausscheidung 
im Harn. Der in diesem Versuch beobachtete Verlauf der Alkali- 
reserve ist nur wenig von dem wihrend der Periode I verschieden; 
die Ammoniakausscheidung zeigt das gleiche Bild wie wihrend 
der Periode II. 














Tabelle XI. 

Alkalireserve Ammoniak 

Vol-°/, g pro Tag 
Hungertag 16. XII. 1931 46 0,46 
Rs Fettag 17. XII. 1931 42 0,70 
:..., tee 1001 ae 1,24 
& 6, «100 HAL 1001 48 1,89 
ij » Se Mk se ni 2,29 








In § 15 wird nachgewiesen, daB wihrend der Undekafettage 
im Harn groBe Mengen Undekandisdiure (Nonandicarbon- 
siure) ausgeschieden wurden; namentlich bei der Versuchsperson 
vy. d, L. war dies der Fall. Es ist zweifelsohne verlockend fest- 
zustellen, daB die Daten dieses Abschnittes es schon einiger- 
maBen wahrscheinlich machten, daB sich wihrend der Fettage 
der Periode II eine stiirkere Acidosis — welche dann nicht aus- 
schlieBlich den Ketonkérpern zuzuschreiben wire — entwickelte 
als wahrend der Fettage der Periode I und mehr Saéure im Harn 
ausgeschieden wurde. Bei der Hantierung der Daten der Tab. IX 
ist indessen groBe Vorsicht geboten, auch schon deshalb, weil die 
Versuchsperioden I und II durch eine Ruheperiode geschieden 
sind. Es sei hier nur noch bemerkt, daB ein wirklich guter Kin- 
blick in die Gesamtmenge ausgeschiedener Siuren durch die 
alleinige Bestimmung der Aciditét und des Ammoniakgehaltes 
des Harns nicht erhalten wird; hierzu wire auch noch die Be- 
stimmung der iibrigen Kationen erforderlich. 

Wihrend der ersten Tage des schon mehrfach erwihnten 
Beckerschen Versuches °°) fiel dessen Alkalireserve ganz bestimmt 
nicht bis auf so niedrige Werte als die unserer Versuchsperson v.d.L. 
wihrend der Periode Il. Doch traten, wie schon in § 8 mit- 
geteilt wurde, bei dieser Versuchsperson die von Forssner, 
Becker u. a. erwaihnten Begleiterscheinungen der Ketosis (Kopf- 
schmerzen, Schmerzen im Kreuz und in den Oberschenkeln), 
welche auch Becker selbst trafen, nicht auf. In Beziehung zu 


58) Acta med. scand. 63, 313 (1926). 
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diesem interessanten Gegensatz beschrinken wir uns auf die Be- 
merkung, daB in den Versuchen der genannten Forscher eine viel 
gréBere Ketonkérperausscheidung im Harn stattfand und diese 
Substanzen deshalb in héherer Konzentration im Blute angehauft 
waren als bei der genannten Versuchsperson. Die Frage liegt 
auf der Hand, inwieweit und eventuell in welcher Weise diese 
Tatsache mit dem Auftreten der genannten Begleiterscheinungen 
in Verbindung steht. 

4, Die Werte der alveolaren Kohlensiurespannungen weisen 
nichts Besonderes auf. 


§ 15. Tatsichlich waren die im § 14 niedergelegten Daten 
uns noch ein Reiz mehr, um in dem wihrend der Periode II von 
unseren Versuchspersonen gelassenen Harn nach partiellen Abbau- 
produkten der Undecylsiure, der einzigen Siurekomponente des 
Undekafettes, zu suchen. Von unseren diesbeziiglichen Bemiihungen 
behandeln wir hier der EKinfachheit halber nur diejenige, welche ein 
positives und zweifelsohne héchst wichtiges Resultat ergeben hat. 

Wie schon bemerkt wurde, findet bei Verabreichung 
von Undekafett Ausscheidung erheblicher Mengen Un- 
dekandisdiure im Harn statt. Zum ersten Male gelang uns 
die Isolierung dieser Siure aus den nach Beendigung der Analysen 
vereinigten Harnen der Versuchsperson v.d.L. Der mit Phosphor- 
siure versetzte Harn wurde kontinuierlich mit Ather extrahiert, 
und der nach dem Verdampfen des Athers erhaltene Riickstand 
mit heiBem Wasser ausgezogen; beim Abkihlen der mit etwas 
Kohle entfarbten und filtrierten wiBrigen Lésung schied sich fast 
reine, schén krystallisierte Undekandisiiure ab. Der Schmelzpunkt 
dieses Rohproduktes war 107—108°, nach einmaligem Umkrystalli- 
sieren aus verdiinntem Alkohol 110°. 

Zum Vergleich wurde nach der Methode von Walker und 
Lumsden), ausgehend von Undecylenséure und iiber die w-Brom- 
und w-Oxyundecylsiure Undekandisiure hergestellt. Der Schmelz- 
punkt der aus dem Harn isolierten Siure blieb beim Mischen mit der 
gleichfalls bei 110° schmelzenden synthetischen Saiure unverandert. 

Titration der rohen Sdure: 


0,2934 g Subst.: 25,72 ccm 0,1052 n-NaOQH; Aquivalentgewicht 108,4 
(ber. 108,1). 
Analyse der gereinigten Sdure (nach ter Meulen): 
40,2 mg Subst.: 89,2 mg CO,, 33,8 mg H,0. 
Ber. C 60,5 H 9,85 


6°) J. Chem. Soc. 79, 1191 (1901); Dissert. Hartman, Delft 1925, §. 27. 
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Untersuchungen iiber den Fettstoffwechsel. I. 


34,3 mg Subst.: 76,6 mg CO,, 29,7 mg H,0O. 

Ber.  C 60,9 H 9,68 
Ber. fiir C,,H,.O, | C 61,07 H 9,32 

Die Isolierung der reinen Disdure und ihre Identifizierung 
war also sehr leicht. Wie aus spiter erscheinenden Abhand- 
lungen klar werden wird, ist dies eine Folge des gliicklichen Um- 
standes, daB wir — und zwar mit Absicht — mit einem Fett 
gearbeitet haben, welches als Siurekomponente ausschlieBlich 
Undecylsaure enthilt. 

Selbstverstindlich haben wir diese 4uBerst wichtige Ausschei- 
dung von Undekandisiure unter Benutzung des schon in § 4 be- 
sprochenen, sehr reinen Undekafettes, welches aus chemisch 
reiner Undecylsdure hergestellt war, gesichert. Indessen war 
auch ein Verfahren ausgearbeitet worden, welches gestattet, die im 
Harn anwesende Disiure mit hinreichender Genauigkeit quantitativ 
zu bestimmen; dieses Verfahren wird in einer spiteren Abhandlung 
beschrieben werden. Die Versuchsperson V. nahm nach einem Hunger- 
tag 100g des soeben erwihnten Fettes, daneben Butter, Beefsteak 
und Gemiise, jedoch keine Kohlenhydrate zu sich und schied alsdann 
2,87 g Undekandisiiure aus; ein anderes Mal fanden wir bei dieser 
unter ahnlichen Umstinden 2,71 g Disaiure. Bei der Versuchs- 
person v. d. L. fanden wir, wieder unter Ahnlichen Umstiinden, 
nach Einnahme von 100 g Undekafett 3,65 ¢ und sogar 4,29 g 
Disiure im Harn, also noch bedeutend gréBere Mengen als bei 
der Versuchsperson V. Bei Zusatz von Mineralsiure zu solchen 
Harnen wird eine reichliche Menge Disiure in sehr fein krystal- 
linischer und charakteristischer Form niedergeschlagen; nach 
Walker und Lumsden®) betrigt die Léslichkeit der Undekandi- 
siure nur 14 mg in 100 ccm Wasser von 20°. 


§ 16. Diese Isolierung von Undekandisiure aus dem Harn 
nach GenuB von Undekafett ist unseres Erachtens eine Tatsache 
von groBer Bedeutung. Hiermit ist bewiesen, da8 im mensch- 
lichen Organismus die endstindige Methylgruppe der 
Undecylsaiure zu einer Carboxylgruppe oxydiert werden 


kann. CH, COOH 
| | 
Be <a — 
COOH COOH 
Wir glauben, da — trotz einzelner in einer spiteren Ab- 


handlung zu besprechender, in der Literatur angefiihrter Beispiele 
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einer solchen Methylgruppenoxydation in vivo — wohl fast kein — vo1 
Chemiker die Méglichkeit dieser Reaktion a priori zugegeben hitte. — ab: 
Wir werden diese Oxydation der endstaindigen Methylgruppe weiter- F sch 
hin, nach Analogie des Begriffs §-Oxydation, als w-Oxydation§— Ve 
bezeichnen. Bei Anhiufung der Disiure im Blut werden wir vonf Dia 
dem Bestehen einer Disiure-Acidosis reden, wihrend die Er-— sch 
scheinung der Disiureausscheidung im Harn Diacidurie genanntf wer 
werden wird. | suc 
Im Laufe der Jahre haben bereits mehrere Forscher dic§ lass 
Vermutung oder die Uberzeugung ausgesprochen, daB die vouf nic! 
Knoop®) aufgefundene #-Oxydation nicht der einzige Weg sei,— Gri 
auf welchem im Organismus die Fettsiuren abgebaut werden;— vor 
niemand hat jedoch bisher einen anderen Weg mit einiger Sicher-f nicl 
heit gezeigt. Auch diese Literatur wird in einer spiteren Ab-f ein; 
handlung besprochen werden. Es ist uns nun, ausgehend von 
der Entdeckung der Anwesenheit von Undekandisiure im Harnf Am 
nach GenuB von Undekafett, gelungen einen solchen Weg zu§ der 
| finden. Wer haben mit volikommener Sicherheit zeigen kénnen, | der 
daB die Bildung einer Distiwre durch w-Oxydation einer Feti-F und 
stiure — nicht allein derjenigen mit ungerader Zahl von Kohlen-f pla 
stoffatomen, sondern auch der gewéhnlichen Nahrungsfettséuren —¥ 
die erste Phase ewner bisher unbekannten Abbauweise dieser Sub-f 
stanzen im Organismus ist. Wir haben auch feststellen kénnen.} die 
was met der primar gebildeten Distiure weiter geschreht. Die be-f Ves 
treffenden Untersuchungen werden spiiter veréffentlicht werden. 
Ebenso verweisen wir auf spitere Abhandlungen fir die theo-— B 
: | Bea 
retische und experimentelle Behandlung von allerlei Fragen,— hall 
welche sich aus dieser Entdeckung ergeben. . 
Es bedarf wohl keiner Erérterung, daB der Nachweis des§ 
Abbaus eines sicherlich recht bedeutenden Teiles der Nahrungs-§ 
fettsiuren auf dem hier wenigstens in der ersten Phase an-f ‘eit 
gedeuteten Weg nicht nur manche Tatsachen, Auffassungen undg 10 | 
Probleme aus der Biochemie der Fettsiuren und Fette und aus Ste 
der Physiologie ganz neuartig beleuchtet, sondern auch mehrere§ 
neue Probleme zur Diskussion stellt. Auch hierauf kénnen wirf Hil 
erst spiter eingehen. | 


§ 17. Die Tatsache, daf unter den in der vorliegendenf 
Arbeit gegebenen Umstinden beim teilweisen Ersatz 





6°) Hofmeisters Beitr. 6, 150 (1905), sowie ,,der Abbau aromatischer Fett- § 
siuren im Tierkérper“, Hab.-Schrift. Freiburg i. B. 1904 (Speyer & Kaerner). § 
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von Nahrungsfett durch Undekafett zwar die Ketosis 


.— abnimmt, doch daneben eine Disiureacidosis auftritt, 


scheint auf den ersten Blick die Méglichkeit einer therapeutischen 


| Verwendung des Undekafettes, z. B. bei der Behandlung des 
| Diabetes, fiir immer auszuschlieBen. Wir wiederholen hier das 
'schon in § 3 Gesagte, daB nimlich das Auffinden solcher An- 
' wendungsmoglichkeiten keineswegs das Ziel unserer Unter- 
| suchungen war; es kénnte uns also in gewissem Sinne unberiihrt 
' lassen, wenn sich das Undekafett als in der medizinischen Praxis 
' nicht anwendbar zeigen méchte. Eine solche Folgerung nur auf 
if Grund der bisher von uns verdffentlichten Tatsachen wire aber 
| voreilig, weil sie den merkwiirdigen Verlauf der Disiureacidosis 
_ nicht beriicksichtigt, welchen wir in einer spaiteren Abhandlung 
-f eingehend betrachten werden. 


Hingewiesen sei hier nochmals auf die Daten des § 14 iiber die 


' Ammoniakausscheidung unserer beiden Versuchspersonen wihrend 
der Perioden I und Il; auch auf die beziiglich der Alkalireserve 
der Versuchsperson V. Infolge des Nachweises der Disiureacidosis 
' und der Diacidurie waihrend der Periode II sind diese jetzt villig 
-f plausibel. 


§ 18. Unsere Entdeckung der w-Oxydation, der Disiureacidosis 
und der Diacidurie gibt zu interessanten Fragen in bezug auf 


' die Untersuchungen unserer Vorginger iiber Intarvin und Diafett 
' Veranlassung. A priori kann es ja nur wundernehmen, daf diese 
_ die genannten Erscheinungen nicht schon aufgefunden haben. Die 
| Beantwortung dieser Fragen erfordert Bekanntheit mit dem Ver- 
' halten einer ganzen Reihe von Triglyceriden im Organismus und 
' kann deshalb erst in einer der niichsten Abhandlungen erfolgen. 


Diese Untersuchungen wurden mit finanzieller Unterstiitzung 


seitens des ,Hoogewerff-Fonds“ und der,,Erasmus-Stichting“ 
in Rotterdam ausgefiihrt. Beiden Stiftungen sprechen wir an dieser 
| Stelle fiir diese Unterstiitzung unseren aufrichtigen Dank aus. 


Wir danken Fri. A. Fopma und Frl. W. Meerburg fiir ihre 


Hilfe bei der Ausfithrung der Analysen. 


Rotterdam, November 1932. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCOXV. 18 
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Die Urikolyse. 
Ill. Mitteilung. 


Von 


W. Schuler und W. Reindel. 


(Aus dem Laboratorium der Med. Klinik der Universitat Erlangen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Februar 1933.) 


In friiheren Untersuchungen’) konnte die Urikolyse in ihre 
Teilreaktionen aufgelést werden. Es gelang, typische Eigenschaften 
des bei der Urikolyse auftretenden und bis jetzt unbekannten 
Zwischenproduktes festzustellen*); der Darstellung des Zwischen- 
produktes haben sich jedoch bei fermentchemischem Vorgehen 
uniiberwindliche Schwierigkeiten in den Weg gestellt. Um einen 
chemischen Modellversuch fiir die Urikolyse zu finden, haben wir 
Harnsiure mit verschiedenen Oxydationsmitteln in alkalischer 
Liésung oxydiert. Es soll im Teil I iiber diese Versuche berichtet 
werden, im Teil II ttber ihre Beziehungen zur Urikolyse. 


[. 
Wie folgende Tabelle zeigt, fiihren verschiedene Oxydations- 
mittel bei verschiedener Alkalitiit zu verschiedenen Oxydations- 
produkten der Harnsiure. 


























Pro Mol Harnsiiure 
Oxy dationsmittel Alkalitit Endprodukt aufgenommener 
Sauerstoff 
O, PH 8,9 4) g 
O, katal. m. MnO, Pu 8,9 p p 
O, katal. m. Fe-Salz Pr 8,9 9g g 
O, katal. m. MnO, | 3—4 Mol KOH | Allantoin 1 Atom 
KMn0, 38 Mol KOH | Allantoin 1 Atom 
O, 4 Mol KOH Oxonsiiure 2 Atome 
H,0, 2—4 Mol KOH | Carbonyldi- 3 Atome 
harnstoff 














1) K. Felix, Fr. Scheel, W. Schuler, Diese Z. 180, 90 (1928). 
*) W. Schuler, Diese Z. 208, 237 (1932). 
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Nur die Oxydation mit Kaliumpermanganat und die durch 
Braunstein katalysierte Oxydation mit gasférmigem Sauerstoff er- 
geben als Endprodukt Allantoin und kénnen daher als Modell- 
versuche fiir die Urikolyse Verwendung finden. Wie bereits mit- 
geteilt, hat die Oxydation der Harnsiure in alkalischer Lésung’) 
mit Kaliumpermanganat zur Isolierung von Oxy-acetylen- diurein- 
carbonsiure I gefiihrt, die den Ubergang der Harnsiure in Allan- 


toin vermittelt. 
COOH 


| 
I 0cg JN rf “Sco 
\HN—O—NH 

OH 
Neuerdings gelang es uns, dasselbe Zwischenprodukt I in besserer 
(fast theoretischer) Ausbeute durch Schiitteln einer alkalischen 
Harnsiurelésung in Sauerstoffatmosphiire zu erhalten. An Stelle 
des Fermentes der Urikolyse diente Braunstein als Katalysator. 
Wiahrend das Optimum der Fermentwirkung bei p,, 8,9, also bei 
schwach alkalischer Reaktion liegt, wirkt Braunstein bei diesem 
Pq nicht als Katalysator, sondern nur in stark alkalischer Lésung. 
Wir haben uns auBerdem vergewissert, dai dieses Zwischen- 
produkt I nur beim oxydativen Abbau der Harnsiure zu Allantoin 
auftritt, nicht aber beim Ubergang in Oxonsiiure oder Carbonyl- 
diharnstoff. 

Ohne Katalysator wird Harnsiure durch molekularen Sauerstoff nur 

in sehr stark alkalischer Lésung unter Aufnahme von 2 Atomen Sauerstoff 


zu Oxonsiure II abgebaut. Wasserstoffperoxyd oxydiert unter Aufnahme 
von 3 Atomen pam zu Carbonyldiharnstoff III. 


“i 
0-H 


oe a NH 


Il 00 IIT ill eis 


aR—0-NH” 
O 


Wire Oxy-acetylen-diurein-carbonsiure Zwischenprodukt auch bei der 
Bildung von Oxonsiure und Carbonyldiharnstoff, so miiBte sie in ent- 
sprechend alkalischer Lésung bei Behandlung mit molekularem Sauerstoff 
in Oxonsiure bzw. mit Wasserstoffperoxyd in Carbonyldiharnstoff iiber- 
zufiihren sein. Dies war jedoch nicht méglich. 

Neuerdings vermutet M. I. More’), daB bei der Oxydation von Harn- 
siure zu Diamino-acetylen-diurein IV mit Jod in alkalischer ammonsalz- 





1) W.Schuler u. W. Reindel, Diese Z. 208, 248 (1932). 
*) J. Pharmacie Sér. 8, 15, 545 (1932). 
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haltiger Lésung ebenfalls Oxy-acetylen-diurein-carbonsiiure als Zwischen- 
produkt auftrete. Der Beweis hierfiir miiBte durch analoge Darstellung von 
Diamino-acetylen-diurein aus Produkt I erbracht werden. 


NH, 
eh ; 
mn , we HN—C—NH 
IV cog l Sco V oc’ Sco 
HN—C—NH Annee”? 
OH 
NH, 


Bei der Bildung von Allantoin aus Oxy-acetylen-diurein-carbon- 
siure kime Isoallantoin V als Zwischenprodukt in Frage. Es 
ist uns nicht gelungen’), dieses nachzuweisen. M. Frérejacque’) 
konnte jedoch eine Anilinverbindung des Isoallantoins isolieren, 
wenn der Harnsiure von vornherein Anilin zugesetzt worden war. 
Wir kénnen die Bildung einer Verbindung gleicher Zusammen- 
setzung, jedoch mit dem Schmelzp. 232° unter Zers. (Frére- 
jacque findet 290°) bestiitigen. Aus unseren Versuchen ergibt 
sich aber, daB das Anilid des Isoallantoins schon wihrend der 
Oxydation der Harnsiiure in sehr geringer Menge unter Bildung 
der entsprechenden Menge Carbonat auftritt, also nur eine Neben- 
reaktion bei Anwesenheit von Anilin darstellt, wihrend die Haupt- 
reaktion zu Oxy-acetylen-diurein-carbonsiure fiihrt. Aus dieser 
kann das Anilid des Allantoins nicht mehr dargestellt werden. 
Wir nehmen daher an, dai Decarboxylierung und Ringéffnung 
der Oxy-acetylen-diurein-carbonsiiure gegenseitig bedingt schnell 
aufeinanderfolgend zu Allantoin fiihren. 

Die nihere Untersuchung der Vorgdnge ber der Oxydation der 
Harnsdure mat verschiedenen Oxydationsmitteln ergibt, daB die kata- 
lytische Oxydation mit Braunsteon der Urikolyse am dhnlichsten 
ast. Auch ber diesem Modellversuche tritt, wie ber dem mit 
Kaliwmpermanganat, ‘anal -carbonsiure als Zwischen- 


produkt auf. 
IT. 

Ziel der weiteren Bearbeitung war es, die Vermutung unter 
Beweis zu _ stellen, da Oxy-acetylen-diurein-carbonsiiure als 
Zwischenprodukt des Modellversuches auch das gesuchte Zwischen- 
produkt bei der Urikolyse darstellt. 

1. Schon eine theoretische Uberlegung liBt diese Vermutung 
als wahrscheinlich erscheinen. Das Allantoinmolekiil enthilt ein 
asymmetrisches Kohlenstoffatom. Da Allantoin bei chemischer 





) C. r. Acad. Sci. 198, 860 (1931). 


1) Diese Z. 208, 253 (1932). 
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wie fermentativer Darstellung immer optisch inaktiv gefunden 
wird, welche Tatsache auch eigene Versuche gezeigt haben, ist 
erwiesen, daB es als Racemat vorliegt. L.B. Mendel und H. D. 
Dakin’) haben vergeblich versucht, es in seine Komponenten zu 
zerlegen. Die Méglichkeit des Vorliegens einer Enolform des 
Allantoins ohne asymmetrisches C-Atom konnte auch durch eigene 
Versuche verneint werden; eine Doppelbindung im Molekiil labBt 
sich nicht nachweisen. Die fermentative Bildung des Allantoin- 
Racemates aus Harnsaure ist aber nur aus einem vollig symme- 
trisch gebauten, optisch inaktiven Zwischenprodukte erklarbar, 
aus dem durch Decarboxylierung ebensoviel rechts- wie links- 
drehendes Allantoin entsteht. Die Oxy-acetylen-diurein-carbon- 
siure entspricht dieser Anforderung, nicht aber ein Zwischen- 
produkt, dessen einer Ring hydrolytisch gedffnet ist. 

2. Auch die Eigenschaften, die der eine von uns?) bei der 
Urikolyse nach Ablauf der oxydativen Teilreaktion fiir das Zwischen- 
produkt in der Lésung feststellen konnte und die zu einer Vor- 
stellung iiber dessen mégliche Konstitution fiihrten, stimmen vdllig 
mit den Kigenschaften iiberein, die wir fiir Oxy-acetylen-diurein- 
carbonsdiure nachgewiesen haben.®) 

3. Ein sehr wichtiger Beweis fiir die Identitit beider Zwischen- 
produkte konnte folgendermafen erbracht werden: Wenn das 
Zwischenprodukt des chemischen Harnsiiureabbaues zu Allantoin 
auch das des fermentativen ist, so muf es bei Fermenteinwirkung 
in gleichem Reaktionsverlaufe unter Kohlensiiurebildung in Allantoin 
iibergehen, wie dies bei dem Zwischenprodukte in der fermentativ 
erhaltenen Oxydationslésung der Fall ist. Vergleichende Versuche 
iiber Decarboxylierung des chemisch bzw. fermentativ erhaltenen 
Zwischenproduktes unter fortlaufender Bestimmung der gebildeten 
Kohlensiuremenge haben diese Forderung bestitigt. 

4, Wir haben endlich versucht, aus der fermentativen Oxydations- 
lésung das Zwischenprodukt als Silbersalz auszufillen, nachdem 
uns auf gleiche Weise die Isolierung der Oxy-acetylen-diurein- 
carbonsiure in den Modellversuchen gelungen war. Die vielen 
verunreinigenden Begleitstoffe des Fermentes im Verhiiltnis zu 
der geringen Konzentration an schwerléslicher Harnsiure, sowie 
die groBe Unbestiindigkeit des Zwischenproduktes erschwerten 
die Reindarstellung des Salzes auferordentlich. Erst nach 
zahlreichen Versuchen, die Ballaststoffe durch verschiedene Me- 


1) J. of biol. Chem. 7, 153 (1910). *) Diese Z. 208, 240 (1982), 
8) Diese Z. 208, 251 (1932). 
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thoden abzutrennen, konnten wir Bedingungen finden, unter denen 
auf zwei voneinander abweichenden Wegen die Darstellung eines 
Silbersalzes méglich war. ‘Trotz weiterer Bemiihungen konnten 
wir ein vollig analysenreines Produkt nicht erhalten. Das isolierte 
Silbersalz entspricht jedoch in allen seinen Kigenschaften dem 
Tri-Silbersalze der Oxy-acetylen-diurein-carbonsiure. 

5. Isoallantoinanilid kann in Anwesenheit von Anilin beim 
fermentativen Harnsiureabbau nicht erhalten werden. Diese Tat- 
sache spricht nicht gegen einen analogen chemischen und fermen- 
tativen Reaktionsverlauf. Sie erklirt sich daraus, dab Isoallantoin- 
anilid seine Bildung einer Nebenreaktion verdankt, die beim 
fermentativen Harnsiureabbau nicht stattfindet (vgl. S. 260). 

Die Urikolyse, der fermentative Abbau der Harnsdure zu 
Allantoin, verliuft demnach iiber Oxy-acetylen-diurein-carbonsdure. 


Beschreibung der Versuche. 


I. Katalytische Oxydation der Harnsdure. a) Darstellung des 
Trisilbersalzes der Oxyacetylen-diurein-carbonsdiure. 4,2 g 
Harnsiiure (25 Millimol) werden in 75 ccm Wasser aufgeschlimmt und unter 
Zufiigen von 75 cem n/1-KOH (75 Millimol) gelést. Gibt man zu dieser 
Lésung, die sich in einem mit einer Gasbiirette verbundenen und mit Sauer- 
stoff gefiillten GefaiB befindet, etwas frisch gefillten Braunstein, so werden 
unter Schiitteln der Lésung bei Zimmertemperatur in 30 Minuten verbraucht: 
330 cem O, (20°, 741,5 mm = 0,418 g O (Theorie 0,401 g). 

Nach Abfiltrieren des Braunsteins wird das Trisilbersalz mit 200 ecm 
10°/, iger Silbernitratlésung gefallt. Ausbeute nach dem Trocknen iiber Phos- 
phorpentoxyd 96°/, d. Th. 


0,1641 g Subst.: 0,1008 g Ag. — 17,063 mg Subst.: 7,504 mg CO,, 

1,895 mg H,O. — 19,8 mg Subst.: 10,8 n/70-HCl nach Kjeldahl. 
C,H,O,N,Ag,; Ber. Ag 61,92 © 11,48 H0,58 N 10,72 
ma... 48 . 1m ee... 

b) Versuche zur metallkatalytischen Oxydation der Harn- 
siure bei px 8,9. 0,5 g Harnsiiure werden in 50 ccm heiBen Wassers auf- 
geschlimmt und mit einigen Kubikzentimetern n/1-KOH eben in Lésung 
gebracht. Die Lésung wird mit 20 ccm Borat-Pufferlésung pq 8,9 versetzt. 
Unter Toluolzusatz wird bei 37° in Sauerstoffatmosphire geschiittelt. Es trat 
kein Sauerstoffverbrauch ein. 

Dieser Lésung wurden in verschiedenen Versuchen zugesetzt: 


a) wechselnde Mengen Ferrosulfatlésung, 
b) wechselnde Mengen Ferrichloridlésung, 
c) wechselnde Mengen Braunstein. 


In keinem Falle trat eine Sauerstoffaufnahme ein. Wurde die mit auch 
nur Spuren von Braunstein versetzte Lisung durch Zugabe von 15 ccm 
n/i-KOH stark alkalisch gemacht, so begann sofort eine Sauerstoffaufnahme 
und fiihrte zu Oxy-acetylen-diurein-carbonsdure. 


_—_— faa Gen 
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II. Darstellung von oxonsaurem Kalium. 4 g Harnsiure werden in 
100 cem n/1-KUH gelést und unter Zusatz von Toluol itiber Nacht in Sauer- 
stoffatmosphiire geschiittelt. Nach Aufnahme von 561 ccm Sauerstoff (20°, 
740,5 mm) trat Stillstand ein. 

°F Sauerstoffaufnahme 0,71 g —_ Ber. 0,76 g. 


Aus der essigsauren Lésung werden 2,7 g (59°/, d. Th.) Monokaliumsalz 
der Oxonsiure erhalten. 


III. Darstellung von Carbonyldiharnstoff. 3,36 g Harnsiure werden 
i . in 800 cem Wasser, das 1,6 g Lithiumcarbonat enthilt, gelést und 10 ccm 
\~ | 30°), iges Perhydrol zugegeben. Die Lésung kommt 1 Stunde auf das 
4 | Wasserbad, wird dann bei Zimmertemperatur stehen gelassen und am niichsten 
Tage mit Salzsiure eben angesiiuert. 

Nach einiger Zeit krystallisiert Carbonyldiharnstoff aus (Schmelzp. 231° 
unter Zers.). Allantoinreaktion negativ. 


- 2 IV. Versuch zur Darstellung von Oxonsaure aus der Losung von 
_  Oxy-acetylen diurein-carbonsaure. 2,1 g Harnsiure werden in 10 ecm 
Wasser aufgeschlimmt und mit 10,5 cem 20°/, iger KOH-Lésung gelést. Mit 
26 eem 5°/,iger Kaliumpermanganatlésung wird zu Oxy-acetylen-diurein- 
carbonsiure oxydiert. Nach dem Abfiltrieren des Braunsteins werden weitere 
3,5 cem 20°/,iger KOH-Lésung und etwas Toluol zugesetzt und mehrere 
Stunden in Sauerstoffatmosphire geschiittelt. Da kein Sauerstoff auf- 
genommen wird, kann keine Oxonsiiure entstanden sein. 

Nach Zusatz von frischgefilltem Braunstein tritt ebenfalls keine Weiter- 
oxydation ein. 

Nach Zugabe von 13 ccm 5°/, iger Kaliumpermanganatlésung ist noch 
nach 4 Wochen die violette Farbe nicht verschwunden. 

Allantoin wurde in Lésung mit den gleichen Oxydationsmitteln be- 
handelt und zeigte das gleiche Verhalten. 

Oxy-acetylen-diurein-carbonsiure und Allantoin sind also einer Weiter- 
oxydation mit Braunstein und Permanganat nicht zugiinglich. 


— V. Versuch zur Darstellung von Carbonyldiharnstoff aus der 
Losung von Oxy-acetylen-diurein-carbonsdure. 5g Harnsiiure werden 
in 88 cem Wasser aufgeschliimmt, mit 25 cem 20°/, iger KOH-Lésung (3 Mol) 
gelést und wie oben mit 62 ccm 5°, iger Kaliumpermanganatliésung oxydiert. 
Nach dem Abfiltrieren von Braunstein werden noch 25 ccm 20°/, iger KOH 

_ gugesetzt und die Lésung nach C. S. Venable und F. J. Moore’) mit 

130 cem 3°/,igem Wasserstoffperoxyd 24 Stunden bei Zimmertemperatur 

_  stehen gelassen. Dann wird mit Salzsiure bis zu schwach alkalischer Reak- 
tion versetzt und im Vakuum eingeengt. Schon in alkalischer Reaktion 
krystallisierte Allantoin aus. Nach weiterem Einengen und Ansiiuern konnten 
nur Allantoinkrystalle, jedoch keine Spur Carbonyldiharnstoff oder Cyanur- 
siure nachgewiesen werden. 


VI. Darstellung von Isoallantoinanilid nach M. Frérejac que (a.a. 0.) 
4,2g¢ Harnsiiure werden in 100 cem n-Kalilauge gelést und unter Zusatz 
von 3g Anilin und etwas frisch gefilltem Braunstein in Sauerstoffatmo- 
sphére bei Zimmertemperatur geschiittelt. Nach '/, Stunde ist die Reaktion 


cy Fw @& 





1) Amer. chem. J. 39, 1752 (1917). 
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beendet, wobei an gebildeter Kohlensiure 25°/, d. Th. durch Bestimmung 
nach D. D. van Slyke nachweisbar sind. Beim Versetzen mit Essigsiure 
fallt schon in schwach alkalischer Lésung das Isoallantoinanilid aus. Aus- 
beute 24°, d. Th. Schmelzp. 232° unter Zers. nach mehrmaligem Um- 
krystallisieren aus heiBem Wasser. Die Verbindung gibt die Allantoinreak- 
tion nach M. R. Fosse und V. Bossuyt und nach Hydrolyse durch 
2 minutenlanges Erwirmen mit konz. Salzsiiure die Rungesche Reaktion 
auf Anilin. 
7,950 mg Subst.: 14,788 mg CO,, 3,500 mg H,O. — 12,8 mg Subst: 
19,1 cem n/70-HCl nach Kjel. 
C,,H,,N,0, Ber. C 51,47 H 4,76 £N 30,04 
Gef. ,, 50,75 ,, 4,92  ,, 29,9. 


Setzt man der Lésung erst nach beendeter Oxydation Anilin zu, so 
kann nach dem Ansiuern mit Essigsiure kein Isoallantoinanilid, sondern 
nurmehr Allantoin erhalten werden. 


VII. Decarboxylierung der katalytischen und fermentativen 


Oxydationslésung. Als Beispiel seien folgende Versuche in einer Tabelle 
zusammengestellt. 
































Mit Ferment Ohne Ferment 
Katalytische | Ferment- | Katalytische| Ferment- 
Oxy dations- | Oxydations- | Oxydations- | Oxydations- 
lésung | lésung lésung lésung 
| a 9,25 8,97 alkalisch alkalisch 
Versuchszeit 2,5 Stunden | 2,5 Stunden] 2,5 Stunden | 2,5 Stunden 
Temperatur 37° 37° 21° | 21° 
CO,-Entwicklung 165°, | 198%, 24°, | o*, 


VIII. Darstellung eines Tri-Silbersalzes aus der fermentativen 
Oxydationslésung. Viele Versuche zur Darstellung eines Silbersalzes aus 
der durch den Leberextrakt stark verunreinigten Lésung ergaben, daB alle 
bekannten Fillungsmittel das Zwischenprodukt entweder mitausfillten oder 
zerstorten. Nur die Fillung mit Essigsiiure unter starker Kiihlung und an- 
schlieBend die fraktionierte Fillung mit Silbernitratlésung zeitigten ein 
einigermaBen gereinigtes Silbersalz. Dieses Vorgehen konnte natiirlich nur 
zu einer geringen Ausbeute fiihren, da ein groBer Teil des Zwischen- 
produktes in den Niederschligen verblieb, die als Verunreinigung entfernt 
werden mubBten. 

Fiir die Darstellung des Silbersalzes seien 2 Methoden beschrieben, die, 
obgleich verschieden, zu einigermaB8en iibereinstimmenden Resultaten fiihrten. 

1. 1 g Harnsiure wird in 100 cem heiBem Wasser aufgeschlimmt, mit 
etwa 7 ccm n/1-KOH in Lésung gebracht und mit 78 eem Fermentlésung 
(7,8 g Leberpulver) bis zum Verschwinden der Folinschen Harnsiure- 
reaktion oxydiert. Von Zeit zu Zeit wird das pq durch Zugabe einer ent- 
sprechenden Menge n/10-KOH korrigiert. 

Nach Beendigung der Oxydation wird die Lésung auf 0° abgekiihlt 
und mit 3 cem 50°/,iger Essigsiiure angesiuert, dann unter dauernder 
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Kihlung von den ausgefallenen Verunreinigungen abfiltriert und das Filtrat 
sofort phenolphthaleinalkalisch gemacht. Nach Zugabe von 20 cem 10°/, iger 
Silbernitratlésung wird die neuerliche Fiilung abfiltriert und das Filtrat 
wiederum mit 10 ccm 10°/,iger Silbernitratlésung versetzt, wonach die 
Lésung neutral reagiert. 

Die letzte Fallung erweist sich als verwertbares Silbersalz und wird 
im Glastiegel abgesaugt, mit Wasser, Alkohol und Ather gewaschen und 
im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Das Salz zeigt alle fiir das 
Tri-Silbersalz der Oxy-acetylen-diurein-carbonsiure typischen Eigenschaften. 


0,0618 g Subst.: 0,0365 g Ag. — 0,0135 g Subst.: 6,6 cem n/70-HCI, 
1,32 mg N. 
C,H,0O,N,Ag, Ber. Ag 61,9 N 10,7 Gef. Ag 59,1 N 9,8. 


2. 0,5 g Harnsiure werden wie in Versuch 1 oxydiert. Dann wird die 
Lésung mit n/1-KOH versetzt, bis Phenolphthalein deutlich hellrot. Nach 
Zugabe von 10 cem 10°/,iger Silbernitratlésung wird diese Fillung abgesaugt, 
mit Wasser ausgewaschen, in 10 ccm Wasser aufgeschlimmt und stark ge- 
kiihlt. Nach Zusatz vorgekiihlter Essigsiure wird fest geschiittelt und unter 
Kihlung filtriert. Wird das essigsaure Filtrat mit n/1-KOH neutralisiert, so 
scheidet sich wenig eines farblosen Silbersalzes aus, das wie oben angegeben, 
gewaschen und getrocknet wird und ebenfalls die charakteristischen Eigen- 
schaften zeigt. 


0,1086 g Subst.: 0,06525 g Ag. — 0,0285 g Subst.: 14,94 cem n/70-HCl, 
2,988 mg N. 
Ber. Ag 61,9 N 10,7 Gef. Ag 60,1 N 10,5. 


Fermentative Oxydation der Harnsdure in Gegenwart von Anilin. 
2g Harnsiure werden in 180 ccm heiBem Wasser aufgeschlimmt und mit 
Wasser und der fir pq 8,9 nétigen Menge KOH und darauf mit Borat- 
pufferlésung pu 8,9 versetzt. Zugabe von 2g Anilin und 130 cem Leber- 
extrakt (13 g Leberpulver) und bei 37° oxydieren. Es werden in einigen 
Stunden 225 ccm (Theorie: 155 ccm) Sauerstoff aufgenommen. Die Mehr- 
aufnahme von Sauerstoff riihrt von der Oxydation des Anilin her. 

Diese Oxydationslésung wird in 2 gleichen Teilen weiterverarbeitet: 

1. Teil: Mit Essigsiure vorsichtig neutralisiert, filtriert und stehen 
lassen. Der Niederschlag gibt keine Allantoinreaktion. Uber Nacht war im 
Filtrat keine Niederschlagsbildung eingetreten. Nach weiterem Ansiiuern 
abermaliges Ausfillen von Verunreinigungen. Im Filtrat nach lingerem 
Stehen keine Ausfillung. Die Lésung wird neutralisiert und rasch auf- 
gekocht, weitere Verunreinigungen abfiltriert. Nach schwachem Ansiuern 
mit Essigsiure entstand im Filtrat geringe Fiillung, die aber kein Isoallan- 
toin enthielt, da sie die Allantoinreaktion nicht gab. 

2. Teil: Sofort mit Essigsiure ansiuern, filtrieren, neutralisieren, auf- 
kochen, filtrieren und im Vakuum unter gelindem Erwiérmen stark einengen. 
Die aus der angesiuerten Lésung entstandene Fillung erweist sich ebenso 
wie die iibrigen Fillungen frei von Isoallantoin. 

In ahnlicher Weise wurden noch 4 weitere Versuche durchgefiihrt, 
die zu dem gleichen negativen Resultate fiihrten. 

Leerversuch: 1g Harnsiure und 1g Anilin wird mit Braunstein 
katalytisch oxydiert und dann 65 ccm Leberextrakt zugesetzt. Nach Auf- 
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arbeitung der Lésung nach obiger Art wurde Isoallantoinanilid erhalten 
und damit bewiesen, daB die Verunreinigungen der Fermentlésung dic 
Krystallisation des Anilides nicht verhindern. 


Zusammenfassung. 


I. Der Urikolyse am ahnlichsten hat sich neben der Oxy- 
dation der Harnsiure in alkalischer Lisung mit Kaliumperman- 
ganat die katalytische Harnsiiureoxydation mit molekularem Sauer- 
stoff und Spuren von Braunstein in ebenfalls alkalischer Lisung 
ergeben. In beiden Fallen tritt Oxy-acetylen-diurein-carbonsiure 
als Zwischenprodukt auf und geht unter Abspaltung von Kohlen- 
dioxyd in Allantoin iiber. 

Oxy-acetylen-diurein-carbonsiure vermittelt nur den Ubergang 
von Harnsiure in Allantoin, nicht aber den zu Oxonsiure oder 
Carbonyldiharnstoff. 

Isoallantoin kann beim Ubergang von Oxy-acetylen-diurein- 
carbonsiure in Allantoin mit Anilin nicht gefaBt werden. 

II. Die optische Inaktivitit des fermentativ entstehenden 
Allantoins, das iibereinstimmende Verhalten des Zwischenproduktes 
in der Lésung sowohl nach fermentativer wie katalytischer Harn- 
siiureoxydation, sowie die gleichen Higenschaften des aus beiden 
Lésungen isolierten Trisilbersalzes beweisen, daB der Abbau der 
Harnsdéure zu Allantoin im Stiugetierorganismus iiber Oxy-acetylen- 
diurein-carbonsiure verliutt. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
sowie dem Kuratorium fiir wissenschaftliche Arbeiten an 
der Universitit Erlangen sei auch an dieser Stelle fiir die 
zur Verfigung gestellten Apparate bestens gedankt. 
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Partieller Abbau von tierischer Cellulose. 


Von 


L. Zechmeister und G. Téth. 


(IV. Mitteilung in der von R. Willstitter und dem 
erstgenannten Verf. begonnenen Reihe.)?) 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Pécs, Ungarn.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Januar 1933.) 


Ks ist von bedeutendem physiologischem Interesse, hochmole- 
kulare Naturstoffe, die im Gewebe unter vollig verschiedenen 
Lebensbedingungen aufgebaut werden, auf chemischem Wege még- 
lichst weitgehend zu identifizieren. So hat der Vergleich von 
pflanzlicher und tierischer Cellulose, dem jeweiligen Stand 
der verfiigbaren Methodik entsprechend, eine stufenweise Vertiefung 


 erfahren. 


Die qualitative Beobachtung, daB Tunicin (Cellulose aus 


- Tunicatenmiinteln) bei dem durchgreifenden Abbau, wie Baum- 


wolle, Traubenzucker liefert, 1iBt sich bis zu A. P. N. Franchi- 
mont?) und anderen Autoren zuriickverfolgen und wurde nament- 
lich von E. Winterstein’) sichergestellt. Uber die erzielbare, 
nahezu quantitative Zuckerausbeute stehen weiter unten einige 
Angaben. 

Ferner ist die Identifizierung von Pflanzen- und Manteltier- 
Cellulose, dank einer Arbeit von EK.Abderhalden und G. Zem- 
plén4), welche die Isolierung von Cellobiose-octaacetat erbrachte, 
schon vor 2 Jahrzehnten bis zur Disaccharidstufe vorgedrungen. 
Die letztgenannten Forscher schlieBen: ,,Unsere Resultate liefern 
einen weiteren Beweis fiir die Annahme, daf Tunicin und Pflanzen- 
cellulose sehr nahe verwandt und vielleicht identisch sind. Es 


') Vorgelegt in der Sitzung der III. Klasse der Ungarischen Akademie 
der Wissenschaften am 13. Februar 1933. 

*) Ber. chem. Ges. 12, 1932 (1879); vgl. M. Berthelot, C. r. Acad. Sci. 
47, 227 (1858); Ann. chim. phys. 56, 149 (1859). 

5) Diese Z. 18, 46 (1893); Ber. chem. Ges. 26, 362 (1893). 

*) Diese Z. 72, 58 (1911). Weitere Literatur tiber Tunicin: E. Winter- 
stein (a. a.0.); G. Zemplén, Biochem. Handlex. 2, 232 (1911) und 8, 80 
(1914); P. Karrer, Einfiihrung in die Chemie der polymeren Kohlenhydrate, 
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wird die Aufgabe weiterer Untersuchungen sein, nun noch kom. 
plizierter gebaute Abbaustufen zu isolieren, um auch hier Ver. 
gleiche zu ziehen. Hier fehlt vorliufig noch die Vorarbeit mit 
Pflanzencellulose.“ 

Seither ist diese Vorarbeit geleistet worden, indem R. Will- 
stitter’) und der eine von uns aus dem partiellen Hydrolysat 
der Baumwolle Cellotriose C,,H,,0,, und Cellotetraose 
C,,H,,0,, erhielten. Beide Zucker wurden spater durch Derivate 
scharf gekennzeichnet und gleichzeitig ergiinzte sich die Reihe 
der aus wenigen Glucoseresten zusammengesetzten Oligosaccharide 
mit der Cellohexaose C,,H,,0,,.”) 

Kin Weg zur Identifizierung von Cellulosen verschiedener 
Herkunft fiihrt tiber die genannten Abbauprodukte: je hoher- 
molekulare Spaltstiicke der Polyosekette in ihren EKigenschaften 
beiderseitig zusammenfallen, um so stiirker wird das priparative 
Argument fiir die Identitait der nativen Polysaccharide. 

Durch das besondere Entgegenkommen der Herren Direk- 
toren R. Dohrn (Zoologische Station Neapel) und A. Steuer 
(Italienisch-deutsches Institut fiir Meeresbiologie, Rovigno d’ Istria), 
denen wir zu groBem Danke verpflichtet sind, standen uns iiber 
1000 Mantel der Phallusia mammilaris zur Verfiigung, so dab 
nach entsprechenden Vorversuchen 156 g animalische Cellulose in 
einem Ansatz partiell hydrolysiert werden konnten. Wenn auch 
die Beschaffenheit des kérnigen Materials in ungiinstigem Sinne 
von der Watte abweicht, so hat sich kalte, itberkonzentrierte 
Salzsiure *) mit nachfolgender Anwendung von Silbercarbonat auch 
hier bewahrt: das bei 3—3'/, stiindiger Siureeinwirkung entstehende, 
klare Hydrolysat konnte nach einem modifizierten Verfahren bis 
zu einheitlichen Zuckerfraktionen aufgeteilt werden. 

Das Ergebnis ist, da8 Tunicin dieselben krystallisierten 
Cellotriose-, Tetraose- und Hexaosepriparate liefert, 
welche aus pflanzlicher Cellulose erhaltlich sind. Dieser 
Befund steht mit den bekannten réntgenographischen Messungen 
und Folgerungen von R. O. Herzog und H.W. Gonell%), ferner 
von H. Mark und G. v. Susich®) in Einklang. 





1) Ber. chem. Ges. 62, 722 (1929). *) Ber. chem. Ges. 64, 854 (1931). 
8) Vgl. Anmerk 1. und 2. *) Diese Z. 141, 63 (1924). 


5) Z. physik. Chem. B 4, 431 (1929); vgl. auch K.H. Meyer u. H. Mark, 
Der Aufbau der hochpolymeren organischen Naturstoffe, Leipzig 1930, 
S. 100, 117; H. Mark, Physik und Chemie der Cellulose, Berlin 1932, 
S. 141, 142. 
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Die Verarbeitung von Tunicin, dessen Begleitstoffe von be- 


| sonderer Art sind, bot uns eine willkommene Gelegenheit zur 
 Uherpriifung der friiher veréffentlichten Eigenschaften und Kenn- 
| zablen der Oligosaccharide. Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, 
- zeigen sich nirgends betriichtliche Abweichungen, auch bei dem 
- Hexasaccharid nicht. 


Vergleich von krystallisierten Oligosaccharidpriparaten 
aus pflanzlicher und aus tierischer Cellulose. 









































a bem Mol.-Gew. Gehaltdes 
Silihiees 22 2 Jod-Zahl') | Mol.-Gew.} des Per- | porace- 
ripara z a Z 3 acetates | tates (°/,) 
a a ber. | gef. | ber. | gef.| ber. | gef ber. | gef. 
Cellotriose 
aus Watte |+23,2] 1,05] 39,7 | 39,5] 504 | 485] 966| 992] 49,0] 49,4 
aus Tunicin |+23,5] 1,07] 39,7 | 40,3] 504 | 481] 966] 949] 49,0| 48,8 
 Cellotetraose 
: aus Watte +17,2 | 0,87 | 30,0 | 30,0 | 666 | 650] 1255 | 1238 | 48,0 | 48,5 
' aus Tunicin |+17,0| 0,86 | 30,0 | 30,6] 666 | 680] 1255 | 1209 | 48,0 | 48,4 
| Cellohexaose 
aus Watte +13,2 | 0,62 | 20,2 | 20,6 | 990 | 957 1831 | 1801 
aus Tunicin |+14,0] 0,61 | 20,2 | 20,4] 990 |1025] 1831 | 1777 











Wenn nun K. Freudenberg, K. Friedrich und I. Bu- 


' mann*) meinen, daB aus unseren Hexaosepriparaten geringe, 
| gleichzeitige Beimengungen von z. B. Penta- und Heptaose nicht 
' mit aller Sicherheit entfernt werden konnten, so pflichten wir 
| dieser Kritik bei, um so mehr als bereits in unserer friiheren 


Arbeit der Satz steht: ,,Man ist hier allerdings in die Nihe der 


| Leistungsfihigkeit der Fraktioniermethode gelangt und muB auf 
_ kleinere Korrekturen in der Beschreibung gefaBt sein.‘?) 
_ diesen beschrinkten Vorbehalt wird die Existenz des krystalli- 
| sierten Hexasaccharides keineswegs in Frage gestellt und ebenso- 
| wenig die gegebene Charakterisierung dieses Zuckers und seines 
_ Acetylderivates. Auch von einer neuen Arbeit von K. Dziengel, 
'_C. Trogus und K. Hess‘) werden die SchluBfolgerungen der 
_ vorliegenden und der friiheren Mitteilung nicht erschiittert, da 


Durch 





1) CuZ = von 1 g Subst. reduzierte Kupfermenge (in g); JZ = von 1g 


Subst. verbrauchte ccm 0,1 n-Jodlésung [vgl.M. Bergmann u. H.Machemer, 
_ Ber. chem. Ges. 63, 316, 2304 (1930)]. 


*) Liebigs Ann. 494, 41 (1922) und zwar S. 51. 
8) Ber. chem. Ges. 64, 854 (1931). *) Ber. chem. Ges. 65, 1454 (1932). 




















A RD PE NR 8s = ee nena 
pop axbtany. am te 


270 L. Zechmeister und G. Toth, 


die Angaben der genannten Autoren (Aufteilung der Cellotriose 
in heterogene Komponenten) gemeinsam mit H. Mark’) widerlegt 
werden konnten. 

Endlich ist auch das Verhalten des Tunicins bei dem in der 
Kalte durchgefiihrten acetolytischen Abbau demjenigen der Baun- 
wolle prinzipiell ahnlich. 

Wir halten daher an der Auffassung fest, daB tierische 
und pflanzliche Cellulose die gleichen Spaltstiicke liefern 
und identisch aufgebaute, homogene Hauptvalenzketten 
enthalten miissen. Offen steht nur noch die Frage, ob dem 
Tunicinmolekil eine charakteristische (mittlere) Kettenlinge zu- 
kommt oder nicht. 


Versuche. 


A. Ausgangsmaterial. Die in wasserhaltigem Sprit verschickten 
Tunicatenmintel wurden nach mechanischer Reinigung mehrmals 
in frischen Alkohol gelegt, noch feucht zerhackt, ausgepreft, 
2—3 Stunden mit 1°/,iger Lauge auf dem Wasserbade erwirnt, 
mit destilliertem Wasser alkalifrei gewaschen’), mit Weingeist 
entwissert und auf Sieben ausgebreitet, bei miBiger Warme ge- 
trocknet. Auf die iibliche Behandlung mit Schwefelsiiure konnten 
wir verzichten, da fiir den vorliegenden Zweck eine Reinigung 
mit starker Salzsiure besonders geeignet ist. 

Man bewahrt z. B. je 100 g hornig aussehendes Rohmaterial 
unter 1,5 Liter kiuflicher konzentrierter Salzsiure auf, wobei eine 
gewaltige Quellung stattfindet, leitet dann unter Kiihlung mit 
Kis—Kochsalz wihrend 1'/, Stunden einen lebhaften Chlorwasser- 
stofistrom ein (ein betrichtlicher Teil des Tunicins geht in Lésung) 
und gieBt die viskése Flissigkeit auf 3kg Eisbrei. Nach einigem 
Stehen wird abgesaugt, siurefrei gewaschen, im Moérser mit Wasser 
verrieben und das letztere durch je 2—3maliges Einlegen in 
Alkohol, dann in Ather verdriingt. Durch diese Behandlung gehen 
zwar rund 30°/, des Rohproduktes verloren, doch wird das Material 
aschefrei, pulverisierbar und der lésenden Wirkung von iiber- 
konzentrierter Séure gut zugiinglich. Soll ein farbloses Priparat 
bereitet werden, was aber hier nicht erforderlich war, so filtriert 
man die mit konzentrierter Salzsiiure verdiinnte, salzsaure (41°/, ige 
HCl) Lésung des Tunicins vor der Wiederausfillung iiber Asbest. 





1) Ber. chem. Ges. 66, 269 (1933). 
* Vgl. z. B. die Vorschrift bei E. Abderhalden u. G. Zemplén 
(a. a. O.) bzw. bei E. Winterstein (a. a. O.). 
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Partieller Abbau von tierischer Cellulose. 971 


B. Hydrolyse. 170 g Tunicin (Trockensubstanz 156 g) wurden 
in 1400 ccm bei 0° gesittigter Salzsiure eingetragen und die 
gut. verschlossene 5-Literflasche in ein Bad von 20° getaucht. 
Die Polyose ging innerhalb 1/, Stunde bis auf unscheinbare 


 Reste in Lisung. Nach weiterem 3 stiindigem Verweilen im Bad 
- und 6fterem Durchschiitteln saugten wir einen Teil des Chlor- 


wasserstoffes bei 20° wihrend 15 Minuten ab und gossen die 


: Flissigkeit unter Riihren auf 3,5 kg Kisbrei. Die gelbe, triibe 
_ Lésung wurde mit einem kleinen UberschuB von diinnem Silber- 
_ carbonatbrei unter Kiihlung verriihrt und nach '/, tigigem Stehen 


abgenutscht. Der Chlorsilber-Niederschlag (viel organische Sub- 
stanz enthaltend) wird nun einige Male mit Wasser verrieben und 
die vereinigten, so gut wie farblosen Filtrate und Waschfliissig- 
keiten (insgesamt 21 Liter) im Vakuum auf 1,6 Liter eingeengt, 


| nachdem etwas iiberschiissiges Silber mit verdiinnter Salzsiure 


entfernt wurde. 
C. Zerlegung des Tunicin-Hydrolysates in Hauptfraktionen. 3,5 Liter 


_ 92°/,iger Alkohol verursachte in dem obigen Hydrolysat einen 
_ Dextrin-Niederschlag (FraktionI 35 ¢), welcher am niichsten Tage 
 entfernt wurde, worauf man die im Vakuum moglichst eingedampfte 
- und mit 1/, Liter Wasser aufgenommene Mutterlauge durch Zusatz 
- von 8,5 Liter 96°/,igem Alkohol fallte (Fraktion II 28 g, nach 


ltigigem Stehen isoliert’. Das auf 170 ¢ gebrachte und mit 
200 ecm absolutem Alkohol verdiinnte Filtrat wurde nun in 


- diinnem Strahle, unter Turbinieren in 3 Liter wasserfreien Alkohol 


einflieBen gelassen (Niederschlag: Fraktion III 35g, nach 
2 Stunden genutscht). 
Die auf 200 ccm konzentrierte Loésung schied allmihlich 


' einen dicken Sirup ab, den wir nach AbgieBen der dariiber 
| stehenden Fliissigkeit in 25 ccm warmem Wasser lésten, mit 
_ 100 ccm kochendem absolutem Alkohol vermengten und in */, Liter 
' kalten, wasserfreien Alkohol unter energischem Schiitteln ein- 
' rihrten (Fallung: FraktionIV 9g, nach 1 Stunde isoliert, hygro- 
| skopisch). 


Aus Fraktion II wurden Hexa- und Tetraose, aus III Tetra- 


und Triose, aus IV nur Triose gewonnen. Auf die Verarbeitung 
' der Endlésung haben wir verzichtet. 


D. Cellohexaose. Die Lisung von Fraktion Il in 100 ccm 


| warmem Wasser tribt sich beim Versetzen mit 400 ccm 96 °/ ,igem 
' hei8em Sprit und scheidet beim Erkalten 17 g Substanz ab, die 
' nach 1 Stunde abgesaugt und in 85 ccm warmem Wasser auf- 
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genommen wurde. Nun fiigten wir 400 ccm heiBen 96°/, igen 
Alkohol zur filtrierten warmen Liésung, lieBen die Fliissigkeit 
erkalten, nutschten am folgenden Tage den entstandenen Nieder- 
schlag ab und nahmen ihn noch feucht in 70 ccm heiBem Wasser 
auf. Diese Lésung wurde mit 350 ccm 96°/, igem Weingeist ver- 
setzt und die erhaltene Fillung noch zweimal in derselben Weise 
umgeschieden (11 g). Die Lésung des letzteren Priiparates (in 
70 cem heiBem Wasser) haben wir dann mit 2 Volumen heifem 
96°/,igem Alkohol vermengt und mit dem nach dem Abkiihlen 
erhaltenen Produkt diese Operation noch zweimal wiederholt. 

Das so gewonnene Hexasaccharid-Priparat (4g, CuZ = 0,64, 
JZ = 20,7, nach oben mutarotierend, [@]?° = + 18,1°) war noch 
nicht ganz einheitlich und wurde wie folgt von den am schwerst- 
bzw. leichtestléslichen Anteilen befreit: Die Lésung in 50 ccm 
heiBem Wasser gab mit 120 ccm 96°/,igem Sprit einen Nieder- 
schlag, der nach 2stiindigem Stehen abfiltriert und in einem 
warmen Gemisch von 25 ccm 96°/,igem Alkohol und 55 ccm 
Wasser aufgenommen wurde. Innerhalb 3 Stunden hat sich eine 
Fraktion angesammelt (JZ = 19,8), die wir verwarfen. Aus der 
Mutterlauge schied heiBer 96°/, iger Alkohol (100 ccm) ein bereits 
weitgehend gereinigtes Hexaose-Priparat ab (1,1 g, JZ = 20,25), 
dessen weitere Verarbeitung wie folgt verlief.’) 

Die mit 15 ccm warmem Wasser bereitete Liésung wurde mit 
60 ccm 96°/,igem Alkohol versetzt und die in 3 Stunden an- 
gesammelte Hexaose noch einmal so behandelt (0,8 g), schlieBlich 
aus 30 ccm Wasser + 120 ccm Alkohol, nachher aus 10 + 60 ccm 
umkrystallisiert: 0,7 g. Farblose, mikroskopische Krystalle, der 
friiher mitgeteilten Abbildung*) entsprechend,. CuZ=0,61. Schmelz- 
punkt 263° (korr., Zersetzung). 

0,0508 g Subst. verbrauchten 5,19 ecm 0,02 n-Jodlésung. — 0,2639 g 
bzw. 0,4538 g Subst. gaben in 11,71 g Wasser (& = 1,86): 4 = 0,040 bzw. 
0,072°. 


CygH e041 Ber. JZ 20,2 Mol.-Gew. 990 
Gef. ,, 20,4 1048, 1001, im Mittel 1025. 


Enddrehung in Wasser: 
[a]2° = (100 x 1,02): (4 x 1,815) = + 14,0°. 


Mit dem, nach der friither mitgeteilten Methode*) erhaltenen Peracetat 
der Cellohexaose fihrten wir eine Molekulargewichtsbestimmung durch: 





1) Aus dem Filtrat konnte noch eine kleine Fraktion isoliert werden, 
welche die JZ = 22,6 zeigte und offenbar noch mit etwas Niedrigermole- 


kularem verunreinigt war. 
*) Ber. chem. Ges. 64, 854 (1931), Fig. 6. 
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0,3612 g Subst. in 25,02 g Bromoform (i = 14,4): 4 = 0,117°% 
Cr¢H 102951 Ber. Mol.-Gew. 1831 Gef. Mol.-Gew. 1777 . 


Die mit Hilfe von Natriummethylat nach G. Zemplén regenerierte, 
freie Hexaose ergab: 


0,0592 g Subst. verbrauchten 5,83 cem 0,02 n-Jodlésung. 
CsgHe20, Ber. JZ 20,2 Gef. JZ 19,7. 

E. Cellotetraose. Die drei letzten Mutterlaugen, die bei der 
Isolierung des 11 g-Priparates (Abschnitt ,,Cellohexaose“) ab- 
fielen, wurden vereinigt und im Vakuum vollstandig eingedampft. 
Den Riickstand nahm man mit 25 ccm warmem Wasser auf und 
fiigte 100 ccm heiBen 96°/,igen Alkohol zu. Beim Erkalten er- 
schien ein Sirup; nach halbtagigem Stehen und AbgieBen der 
Mutterlauge wurde die letztere mit 200 ccm warmem Alkohol 
versetzt. Schon nach wenigen Stunden erschienen Krystall- 
warzen, die sich in 1—2 Tagen stark vermehrten. Das ab- 
gesaugte Rohprodukt (3 g, JZ = 28,0, CuZ = 0,81) wurde aus 
25 com Wasser + 140 cem heiBem 96°/,igem Alkohol, sodann 
noch 3mal aus je 10 + 60 ccm umkrystallisiert und lieferte 0,8 g 
reine Tetraose. Krystallform: wie friiher abgebildet.') Schmelz- 
punkt 247° (korr. unter Zers.); CuZ = 0,86. 

0,0471 g Subst. verbrauchten 7,20 ccm 0,02 n-Jodlésung. — 0,3980 g 
Subst. gaben in 11,71 g Wasser (k = 1,86): 4 = 0,093°. 

Cy,H430 2, Ber. JZ 30,0 Mol.-Gew. 666 
Gef. ,, 30,6 ae 
Enddrehung in Wasser, nach vollendeter Mutarotation nach oben: 
[a]2° = (100 x 1,08): (4 x 1,592) = + 17,0°. 

Auch aus Fraktion ITI isolierten wir Cellotetraose, und zwar 
in Form ihres Acetates. Die Liésung dieser Fraktion (35 g) in 
50 com warmem Wasser wurde anteilsweise mit 800 ccm 96°/, igem, 
kaltem Alkohol versetzt. Nach 1stiindigem Stehen hat man die, 
von einem Sirup dekantierte Flissigkeit mit 1,5 Liter absolutem 
Alkohol verdiinnt. Innerhalb weniger Stunden erschienen Kry- 
stalle, die 2 Tage spiiter isoliert und aus 5ccm Wasser + 200 ccm 
96°/,igem Alkohol umkrystallisiert wurden (0,45 g). 


Das in der friiher beschriebenen Weise’) mit Essigsiure-anhydrid in 
Pyridin gewonnene Peracetat der Cellotetraose wurde mit anderen 
ihnlichen Fraktionen (deren Isolierung hier iibergangen wird) vereinigt 
und nochmals umkrystallisiert: 0,7 g, Schmelzp. 222° (korr.). 


0,0852 g Subst. verbrauchten bei der Verseifung 4,79 ccm 0,2 n-Lauge. 
— 0,2857 g Subst. gaben in 23,30 g Bromoform (k = 14,4): 4 = 0,146°, 


a 


1) Ber. chem. Ges. 64, 854 (1931), Fig. 2. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXV. 19 
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C,,H_,02,(OC - CH,),, = C,,H,,.0,, Ber. CH,CO 48,0 Mol.-Gew. 1255 
a ee » —-:1209, 


[a]2° = — (100 x 0,46): (4 x 0,7396) = — 15,6° (in Chloroform). 

F. Cellotriose. Im Verlaufe der Fraktionierung des Tunicin- 
hydrolysates sind wir an nicht weniger als 6 Stellen zum kry- 
stallisierten Trisaccharid gelangt. Nachstehend wird nur fiir einen 
Teil dieses Materials die Darstellungsvorschrift gegeben. 

a) Das Filtrat der 0,45 g-Fraktion (Abschnitt ,,Cellotetraose“) 
wurde im Vakuum vollends eingedampft, mit 20 ccm Wasser 
aufgenommen und mit 150 ccm kaltem absolutem Alkohol ver- 
mischt. Die sirupése Fiallung (,,A“) haben wir dann in 15 ccm 
Wasser gelést, und zur klaren Fliissigkeit, bei Raumtemperatur, 
bis zur beginnenden Triibung vorsichtig absoluten Weingeist 
gefiigt. Zunichst erschien wieder ein Sirup, am folgenden Tage 
konnte man aber auch Krystillchen beobachten. Nun wurde 
dekantiert und die Lésung 1 Woche lang unter zeitweiligem vor- 
sichtigem Zusatz von absolutem Alkohol (Endvolumen 250 ccm) 
bei 20° zum Krystallisieren aufgestellt. Ausbeute 1,7 g Triose, 
CuZ = 1,09. 

Die Mutterlauge des Sirups ,,A“ (vgl. oben) hat man gleich- 
falls mit soviel absolutem Alkohol verdiinnt, daB gerade noch 
nichts gefallt wurde und dann die Weingeistmenge innerhalb 
2 Tage behutsam bis zu 350 ccm gesteigert. Auskrystallisiert: 
1,0 g Triose, CuZ = 1,08. 

b) Die Lésung von Fraktion IV (vgl. oben, 9 g) in 20 ccm 
Wasser lieferte bei einer ihnlich durchgefiihrten Behandlung mit 
absolutem Alkohol im Verlaufe von 2 Wochen insgesamt 1,35 ¢ 
Triose. Ferner lieBen sich bei der Aufarbeitung von verschie- 
denen Mutterlaugen weitere gute Priparate isolieren, so daB die 
Gesamtausbeute auf 6 g Cellotriose (aus 156 g Tunicin) stieg. 

Zur sicheren Erlangung des analytischen Reinheitsgrades 
wurde zur Lésung dieser ganzen Menge (in 27 com Wasser) 
140 ccm absoluter Alkohol gefiigt (20°. In den nichsten drei 
Tagen steigerten wir das Volumen des Sprites stufenweise bis auf 
440 ccm (rasche Ausscheidungen sind zu vermeiden!) und saugten 
dann den Zucker ab. Ausbeute 4,7 g. Farblose Nadeln, teils 
zu Biischeln gruppiert. Mikroskopischer Habitus: wie friiher 
abgebildet.!) Schmelzp. 233° (korr. unter Zers.), CuZ = 1,07. 


0,0362 g Subst. verbrauchten 7,29 ccm 0,02 n-Jodlésung. — 0,2424 g 
Subst. gaben in 11,71 g Wasser (k = 1,86): 4 = 0,080°. 


') Ber. chem. Ges. 64, 854 (1931), Fig. 1. 
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C,.H 5201, Ber. JZ. 39,7 Mol.-Gew. 504 
Gef. , 40,8 . 481, 


Enddrehung in Wasser, nach fallender Mutarotation: 
[a]2° = (100 x 0,91): (4 x 0,9696) = + 23,5°. 


Peracetat der Triose. Die Veresterung erfolgte nach der friiher 
mitgeteilten Vorschrift.') Die gewonnene Undeca-acetyl-cellotriose bildet 
lange SpieBe, die nach 2maligem Umkrystallisieren aus Alkohol und 
1 maligem aus Chloroform-Ather die folgenden Konstanten besaBen: 

0,1182 g Subst. (Schmelzp. 208—209°, korr.) verbrauchten bei der 
Verseifung 6,71 ccm 0,2 n-Lauge. — 0,2685 g Subst. gaben in 23,14 ¢ 
Bromoform (& = 14,4): 4 = 0,176°. 

C,,H,0,,(OC - CH,),, = C,.H;,0,, Ber. CH,CO 49,0 Mol.-Gew. 966 
Gef. » 48,8 Ci, 
(«]2° = (100 x 0,47): (4 x 0,7984) =-+ 14,7° (in Chloroform). 

Bei 6fters wiederholtem Umkrystallisieren verschieben sich Drehung 
und Schmelzpunkt (zum Beispiel bis zu [o]2° = 20,9° bzw. 218—219°, korr.), 
was auf die Anderung des Quotienten «/§-Form zuriickzufiihren ist. 


G. Glucoseausbeute bei der Totalhydrolyse des Tunicins. Da 
in der einschligigen Literatur unseres Wissens keine quantita- 
tiven Angaben iiber diesen Gegenstand zu finden sind, haben wir 
die folgenden Versuche angestellt. 


0,9824 g bzw. 0,9460 g zweimal aus HCl umgefiilltes, im Vakuum, bei 
95°, tiber P,O, zur Konstanz getrocknetes Tunicin wurden in je 25 cem bei 
0° gesittigter Salzsiiure eingetragen und die gut verschlossenen 200 ccm- 
Flaschen in ein Bad von 25° getaucht. In '/, Stunde ging die Polyose in 
Lésung und verriet, wie Baumwolle, zunichst kein meBbares Drehvermégen. 
Nach 12stiindigem Verweilen bei 16° haben wir mit je 150 ccm Eis- 
wasser verdiinnt (keine Fillung), 20 Minuten am Wasserbade erwirmt und 
schlieBlich auf genau 200 cem aufgefillt. Dies geniigt zur Vollendung der 
Hydrolyse; durch fortgesetztes Erhitzen wird das Ergebnis nicht mehr 
nennenswert beeinfluBt. 

a) Gemessen im 4 dm-Rohr: ep = + 1,12° bzw. 1,08°, daraus berechnen 
sich (mit Riicksicht auf [a]?° = + 55° in der Salzsiure) 1,018 g bzw. 0,982 g 
Glucose. 

b) Je 10 ccm der Lésung reduzierten 100,0 mg bzw. 97,8 mg Kupfer, 
entsprechend 1,054 g bzw. 1,028 g Dextrose im Gesamthydrolysat. 

c) Je 2 ccm Lésung verbrauchten 5,95 ccm bzw. 5,71 ccm 0,02 n-Jod- 
lésung. Die jodometrisch angezeigte Traubenzuckermenge’) betrigt also 
1,072 g bzw. 1,028 g. 





1) Vgl. die vorangehende Anm. 

7) Da8B die Bestimmung nach Bertrand von Kochsalz nicht gestért 
wird, wurde schon friiher gezeigt [Ber. chem. Ges. 46, 2401 (1913)], fiir die 
Titration nach R. Willstitter und G. Schudel [Ber. chem. Ges. 51, 780 
(1918)] wird die in einer besonderen Probe ermittelte (Methylorange) zur 
Neutralisation benétigte Alkalimenge in Form von 2n-NaOH warm zur 
Lésung gefiigt und die Bestimmung nach dem Abkiihlen wie itiblich vor- 


genommen, 
19* 
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Ergebnis: Gef. a) 93,3 bzw. 93,5°/,; b) 96,6 baw. 97,9°/, 
und c) 98,3 bzw. 97,8°/, der theoretischen Ausbeute an Glucose. 


H. Zur Acetolyse von tierischer Cellulose. E. Abderhalden 
und G. Zemplén haben in ihrem, eingangs erwihnten, wichtigen 
Versuch 9,5°/, der theoretisch méglichen Menge an reinem 
Cellobiose-octaacetat isoliert, und zwar nach dem damals be- 
kannten, einzigen Verfahren (rasche Acetolyse in der Hitze). Da 
die Octaacetatausbeute aus Watte durch Ausdehnung der Versuchs- 
dauer und Arbeiten bei Raumtemperatur in den letzten Jahren 
stark erhéht werden konnte’), schien es uns angezeigt, nachzu- 
priifen, inwieweit diese Verbesserung auch auf Tunicin iibertragen 
werden kann. Der untenstehend skizzierte, nach K. Freuden- 
berg (a. a. O.) ausgefiihrte Versuch ergab auch hier die er- 
wartete Steigerung der Acetatausbeute, nur mufte die Reaktions- 
dauer noch weiter verlingert werden, mit Riicksicht auf die 
schwieriger angreifbare Beschaffenheit des Materials. 

5,00 g Tunicaten-cellulose (Trockensubstanz 4,53 g; aus HCl um- 
gefillt) wurden mit einem abgekiihlten Gemisch von 18,5 cem Acetan- 
hydrid + 2,75 cem konzentrierter Schwefelsiiure verrieben und nach drei- 
woéchentlichem Stehen verarbeitet. Ein Riickstand von noch unacetoly- 
sierter Polyose (rund 1g) lieB sich dann mit einem frischen Reaktions- 
gemisch in etwa 2 Wochen ebenfalls abbauen. Ergebnis: 2,7 g rohes und 
daraus 2,0 g reines Cellobiose-octaacetat. Die letztere Zahl entspricht 21°/, 
der theoretisch méglichen Menge. Die erreichte Ausbeute liBt sich sicher 
noch weiter erhéhen. 





1) K, Freudenberg, Ber. chem. Ges. 54, 767 (1921); K. Hess und 
H. Friese, Liebigs Ann. 456, 38 (1927). Zusammenstellung: K. Hess, Die 
Chemie der Zellulose, Leipzig 1928, S. 500—501. 
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Uber Emulsin. X.') 


Von 


B. Helferich, H. Appel und R. Gootz. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Leipzig.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Januar 1933.) 








In einer friiheren Arbeit war die Spaltbarkeit des Phenol-c- 
d-glucosids durch Mandelemulsin festgestellt worden.?) Da aber 
diese Spaltung nur sehr langsam erfolgt, die Wertigkeit des 
damals verwandten Emulsinpriiparats gegeniiber Phenol-e-d-glu- 
cosid sehr niedrig war, so ist in der vorliegenden Arbeit die 
Spaltung des Phenol-w-d-glucosids durch das ,,Rohemulsin“ der 
letzten Arbeiten*) wiederholt, und zwar bei verschiedenen p, 
und unter Verwendung erheblich héherer Fermentkonzentra- 
tionen. Dadurch wird die Fehlergrenze der Bestimmung herunter- 
gedriickt. Die Spaltbarkeit des «-Glucosids, ihre Abhingigkeit 
vom p,, konnte einwandfrei festgestellt werden. Die auf diese 
Weise sicher nachgewiesene a@-glucosidatische Wirkung des Emulsins 
geht bei der Reinigung nach der Silbermethode*) der #-glucosi- 
datischen nicht parallel, kann also einer w-Glucosidase des 
Emulsins zugeschrieben werden. Ob dies Ferment gleichzeitig 
auch fiir die Spaltung der a-Galaktoside*) verantwortlich zu 
machen ist, muB zunichst dahingestellt bleiben. 

Dagegen scheint uns der sichere Nachweis «-glucosidatischer 
Wirkung im Emulsin im Hinblick auf die Theorie von Weiden- 
hagen®) als Parallele zur Trehalosespaltung durch Emulsin 
recht wichtig, trotzdem diese Wirkung gering ist. Die Spaltbar- 
keit der Trehalose durch Emulsin ist damit kein grundsitzlicher 
Kinwand mehr gegen die Theorie von Weidenhagen. 

Bei dieser Gelegenheit sei ein weiterer Beweis fiir den Gel- 
tungsbereich dieser Theorie erwihnt. Herr Klenk (Tiibingen) war 
so liebenswiirdig, uns zu Spaltungsversuchen sowohl Cerebron als 
auch Psychosin®) zur Verfiigung zu stellen. Wir danken ihm 
fiir dies kostbare Material ganz besonders. Bei dem in Wasser 
so gut wie unléslichen Cerebron lieB sich keine Spaltung durch 
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Emulsin feststellen. Dagegen wird das fettsiurefreie Psychosin als 
Galaktosid des Sphingosins recht glatt durch Emulsin ge- 
spalten. Ob dafiir die a-galaktosidatische oder die #-galaktosi- 
datische Wirkung?”) verantwortlich zu machen ist, muB die weitere 
Untersuchung ergeben. Offenbar spielt aber auch hier die Natur 
des glykosidisch gebundenen Paarlings — eine komplizierte basi- 
sche Substanz — fiir die Frage der Spaltbarkeit keine absolut 
hindernde Rolle. 

Fir die Frage der absoluten Spezifitat der Fermente des 
Emulsins ist es wichtig, nicht nur den Kreis der spaltbaren Sub- 
strate zu erweitern, sondern auch nach ,,nichtspaltbaren“ Glyko- 
siden zu suchen. Es wurden daher die Phenol-g- und Phenol- 
f-glykoside der d-Arabinose und der l-Rhamnose hergestellt und 
mit Emulsin gepriift. 

Die dazu nétige d-Arabinose wurde aus d-Glucose her- 
gestellt.”) 1l-Rhamnose hat uns in liebenswiirdiger Weise die 
Firma J. R. Geigy, A.-G. in Basel, zur Verfiigung gestellt. Auch 
an dieser Stelle méchten wir ihr dafiir unseren besten Dank aus- 
sprechen. Zur Uberfiihrung in die Phenolglykoside ist teils die 
Methode von Robertson) angewandt, teils die neue Methode 
des Schmelzens der Zuckeracetate mit Phenol und einem sauren 
Katalysator.®) Alle 4 Substrate sind in krystallinem Zustand er- 
halten worden. 

Bei den Spaltungsversuchen auch dieser Substrate wurde 
eine moéglichst hohe Fermentkonzentration angewandt. Weiter 
wurde die Spaltung jodometrisch bestimmt. Dabei verbraucht 
sowohl der in Freiheit gesetzte Zucker Jod (2 Aquivalente) als 
auch das freie Phenol (6 Aquivalente). Auch dadurch ist die 
Empfindlichkeit der Bestimmung erhéht. Durch besondere Ver- 
suche ist der Jodverbrauch der angewandten Fermentlésung in 
jedem einzelnen Fall bestimmt und in Rechnung gestellt. AuBer- 
dem wurde die Genauigkeit der Bestimmung an Fermentlésungen, 
denen eine gewogene Menge ‘l'raubenzucker zugesetzt war, durch 
Bestimmung dieses Zuckers kontrolliert. 

Nur bei dem «-l-(trans)-Rhamnosid konnte eine geringe Spal- 
tung festgestellt werden (trans bezieht sich auf die Stellung der 
Sauerstoffatome am 1- und 2-Kohlenstoffatom des Rhamnosids). 
Die anderen Substrate erwiesen sich als ,,unspaltbar“. 

In der folgenden Ubersicht ist die Wertigkeit des Rob- 
emulsins*) gegen die Phenolglykoside dieser Arbeit zusammen- 
gestellt. Fiir die spaltbaren Substrate ist sie wie in den friiheren 
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Arbeiten berechnet.’) Fiir die ,nichtspaltbaren“ Substrate ist 
die ungefahre obere Grenze der Wertigkeit errechnet aus der 
Fehlergrenze der Bestimmung. Die wirkliche Wertigkeit kann 
héchstens diese obere Grenze erreichen, kann aber auch (erheb- 
lich) darunter liegen. Dariiber lassen die Versuche bisher keine 
Aussage ZU. 

Fir eine theoretische Auswertung der neuen Ergebnisse soll 
erst noch weiteres Material abgewartet werden. 

SchlieBlich ist auch das Phenol-f-d-fructosid, das nach der 
neuen Methode fiir Phenolglykoside besonders leicht zugiinglich 
ist®), untersucht und als ,nichtspaltbar“ befunden worden. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir 
fir Unterstiitzung dieser Arbeit zu Dank verpflichtet. Ganz be- 
sonders danken wir der Rockefeller-foundation, die uns die 
Durchfiihrung der Arbeit in dem vorliegenden Umfang durch 
Gewihrung von Mitteln erméglicht hat. 


Wertigkeit von Rohemulsin aus Mandeln*) bei p, 5,0 und 
30,0°, Substratkonzentration 0,052 normal, gegen 


Phenol-§-trans-d-glucosid (zum Vergleich) 0,2 


,» -a@-(cis)-d-glucosid . . . . . . 7-107 
, -a@-(trans)-l-rhamnosid . . . . . 5-107? 
, 7P-(cis)-l-rhamnosid héchstens . . 3-107 
, -a-(trans)-d-arabinosid _,, ~ ot) ee 
, +f-(cis)-d-arabinosid . a 
, -f-(trans)-d-fruktosid héchstens . .  1-1074 


(cis und trans bezieht sich auf die Stellung der Sauerstofi- 
atome am 1- und 2-Kohlenstoffatom, beim Fructosid am 2- und 
3-Kohlenstoffatom.) 


Substrate. 


Phenol-f-l-arabinosid.*) 15 g l-Arabinose werden in einem 
Gemisch von 60 ccm Essigsiiureanhydrid und 75 ccm absolutem 
Pyridin 2 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt, die Lésung in 
2,5 Liter Eiswasser eingegossen, der ausfallende Sirup in Benzol 
aufgenommen, dieses mehrfach mit Kaliumbicarbonat und dann 
mit Wasser gewaschen und unter vermindertem Druck das Benzol 
verdampft.?°) 

Der Riickstand, etwa 30g Acetat, wird mit 30g Phenol 
und 2,5 ¢ wasserfreiem Chlorzink unter dauerndem kriftigen 
Riihren 30 Minuten auf 125° erhitzt®), die dunkle Schmelze mit 
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300 ccm Benzol aufgenommen, diese Liésung mehrfach mit Wasser, 
Natronlauge und wieder mit Wasser gewaschen, mit Chlorcalcium 
getrocknet und das Benzol unter vermindertem Druck verjagt. 
Die Ausbeute an diesem rohen, Fehlingsche Lésung nur noch 
schwach reduzierenden Acetat der Phenolarabinoside betrigt 
etwa 27g. Krystallisationsversuche blieben erfolglos. 

Die Abspaltung der Acetylgruppen wurde durch 10 minuten- 
langes Kochen der Liésung des Acetats in 100 ccm absolutem 
Methanol mit 10 ccm n/10-Natriummethylatlésung durchgefiihrt. 
Der nach dem Eindampfen der Lisung hinterbleibende Riickstand 
wurde in 50 cem heiBem Wasser aufgenommen. Es krystalli- 
sieren 5,6 g (25°/, d. Th.) Arabinosid, die durch mehrfaches Um- 
krystallisieren aus etwa 15 Teilen Wasser gereinigt werden. Das 
reine Phenol-@-l-arabinosid schmilzt bei 176—179°. 

3,948 mg Subst.: 8,430 mg CO,, 2,168 mg H,0. 

C,,H,,0, (226,11) Ber. C 58,35 H 6,24 
Gef. ,, 58,23 » 6,15. 

Drehung in Wasser: [a]},? = + 5,13 - 4,0127/0,0422 «2+ 1,005 = + 243°, 

Die Substanz reduziert Fehlingsche Lésung in der Hitze 
erst nach der Hydrolyse. 

Die zu den beiden folgenden Substraten nétige d-Arabi- 
nose wurde aus d-Glucose nach der ausgezeichneten Methode von 
Zemplén und Kiss’) iiber das Pentacetyl-gluconsiurenitril her- 
gestellt, zunichst als Diphenylhydrazon isoliert*) und dieses durch 
Erhitzen mit Formaldehyd’) gespalten. Die so erhaltene d-Arabi- 
nose wurde 2mal aus Wasser und Alkohol umkrystallisiert und 
ihre Reinheit durch die Drehung bestitigt. 

Phenol-f-d-arabinosid wurde nach der fiir die ent- 
sprechende f-1-Verbindung oben angegebenen Methode gewonnen. 
Schmelzp. 177—179° (korr.). 

Drehung in Wasser: [o])* = — 3,52 + 2,0025/0,0282 -1-1,025 = — 244°. 

Phenol-a-d-arabinosid wurde ebenso nach der schon 
friiher fiir das a-1-Arabinosid angegebenen Methode nach 
Robertson) hergestellt. Schmelzp, 152,5—154,5° (korr.). 

Drehung in Wasser: [a]}* = — 0,09-0,8962/0,0287 + 0,5 - 1,02 = — 5,5°. 

Phenol-c-l-rhamnosid. 10g amorphe Tetracetyl-l-rhamnose '’) 
werden mit 10 g Phenol und 3,3 g wasserfreiem Chlorzink’) 
15 Minuten auf dem Wasserbad unter dauerndem Riihren erhitzt, 
die in Benzol (50 ccm) aufgenommene Schmelze mit Wasser, Natron- 
lauge und wieder mit Wasser gewaschen, mit Chlorcalcium ge- 
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' trocknet und der nach dem Verdampfen zur Trockne verbleibende 
| Rickstand mit 40 com gew. Alkohol heiB aufgenommen. 


Beim Abkiihlen krystallisiert das Triacetat aus. 
Die Mutterlauge dieser Substanz dient zur Gewinnung der 


| 6-Verbindung (vgl. unten). 


Ausbeute an noch 2 mal aus etwa 5 Teilen absolutem Alkohol 


_ unkrystallisierter Triacetyl-w-Verbindung: 6,6 g (60°/, d.Th.). Die 
| Substanz schmilzt bei 130—131° (korr.) und sublimiert unter ver- 
mindertem Druck (3 mm) bei 100°. 


3,768 mg Subst.: 8,200 mg CO,, 2,135 mg H,0. 
CigHy0, (366,17) Ber. C590 H 6,06 Gef. C 59,35 H 6,34. 


Drehung in Chloroform: [a]}* = — 2,25 - 1,624 / 0,0622 - 0,5 - 1,468 = 


_ 80°, 


Zur Abspaltung der Acetylgruppen werden 6,0 g des Acetats 


in 24 ccm absolutem Methanol mit 1 ccm n/10-Natriummethylat 


10 Minuten riickflieBend gekocht, die Lisung zur Trockne ver- 
dampft, der Riickstand in 3 com Wasser aufgenommen. Beim 
Animpfen rasch, sonst erst nach lingerer Zeit krystallisiert das 
freie Phenol-g-l-rhamnosid aus. Ausbeute 2g. Durch mehrmaliges 
Umkrystallisieren aus wenig Wasser (etwa 1,2 Teilen) wird das 
Rhamnosid gereinigt. Es schmilzt bei 75—77° (korr.). 

3,790 mg Subst.: 8,319 mg CO,, 2,228 mg H,0. 

C,5H,.0, (240,1) Ber. C 60,0 H 6,66 Gef. C 59,86 H 6,58. 

Drehung in Wasser: [a]}* = — 3,38 - 1,2351 / 0,0770 - 0,5 + 1,024 = 
~ 106°, 

Phenol-f-l-rhamnosid. Aus der oben bei dem e-Rhamnosid 
erwihnten Mutterlauge gewinnt man durch sehr hiufiges Um- 
krystallisieren zuerst aus etwa 1,5 Teilen Benzol dann aus ab- 
solutem Alkohol (5—6 Teilen) das Triacetylphenol-f-l-rhamnosid. 
Durch Bestimmung der Drehung muB die Anreicherung an #-Sub- 
stanz dauernd kontrolliert werden. Ausbeute aus 75 g 1-Rham- 
nose nur 1,5 g reines #-Rhamnosid-triacetat. Schmelzp. 147 bis 
148° (korr.). 

Drehung in Chloroform: [a]}* = + 1,12 + 1,4480 / 0,0419 -0,5- 1,472 = 
+ 52,59; Acetylbestimmung: 

0,1126 g Subst.: 9,37 ccm n/10-NaOH, ber. 35,25, gef. 35,7°/, Acetyl. — 
3,914 mg Subst.: 8,472 mg CO,, 2,126 mg H,0. 

C,,H,,0, (866,17) Ber. C590 H 6,13 Gef. C 59,03 H 6,07. 

Die wie beim isomeren Rhamnosid durchgefihrte Abspaltung 
der Acetylgruppen ergibt nach Umkrystallisieren des Riickstandes 
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aus etwa 5 Teilen heiBem Wasser das freie schén krystallisierte 
Phenol-#-l-rhamnosid. Auch aus dem Gemisch mit nicht zu 
viel «-Rhamnosid kann 8-Rhamnosid aus Wasser krystallin er- 
halten werden, wenn Impfkrystalle zur Verfiigung stehen. Schmelz- 
punkt 159—161° (korr.). 
Drehung in Wasser: [a]}* = + 2,81 - 0,9817 /0,0309 + 1 + 1,02 = + 87,5° 
3,809 mg Subst.: 8,382 mg CO,, 2,297 mg H,0. 
C,sH,,0; (240,1) Ber. C 60,0 H 6,7 Gef. C 60,02 H 6,74, 


Spaltungen. Die Fermentliésung wurde durch Anreiben 
des Ferments (@-Glucosidasewert 0,82, aus Sii8mandeln; Nr.I der 
Arbeit VIII) in einer Achatreibschale mit Pufferlésung — 10 ccm 
auf je 1,0 ¢ —, Zentrifugieren und Filtrieren (mit Nadel durch- 
léchertes Filter zur Entfernung der groben Teilchen) hergestellt 
und mit Toluol tiberschichtet. 

Zu jeder Bestimmung wurden 9,0 ccm dieser Lisung mit der 
genau abgewogenen Menge Substrat zusammengebracht und die 
angegebene Zeit im Thermostaten bei 30,0° aufbewahrt. Auf 
50,0 com Bestimmungsgemisch kommen also, wenn nichts anderes 
angegeben ist, 5,0 g eingewogenes Ferment. Abgestoppt wurde 
durch Zugabe von 60 ccm Kaliumcarbonatliésung (2,5 g wasser- 
freies Salz in 100ccm Wasser); dann wurden 50,0 ccm n/10-Jod- 
lésung zugegeben, nach 15 Minuten (Zimmertemperatur) mit 30 ccm 
2 n-Schwefelsiure angesiiuert und das unverbrauchte Jod mit 
n/10-Thiosulfat zuriicktitriert. Ein Viertel des verbrauchten Jods 
geht auf die Oxydation der durch die Spaltung entstandenen 
Aldose, drei Viertel auf das entstandene freie Phenol (Ubergang in 
Trijodphenol). Bei der in allen Fallen gleichmolekularen Substrat- 
Konzentration entsprechen einem solchen Versuch 37,62 ccm n/10- 
Jodliésung fiir vollstindige Spaltung. 

In jedem Fall wurde fiir 9,0 com der gleichalten Ferment- 
lésung auf ganz die gleiche Weise der Jodverbrauch bestimmt. 

Uber die Genauigkeit einer solchen Aldosebestimmung neben Ferment 


gaben besondere Versuche Aufschlu8, in denen eine genau abgewogene 
Menge Glucose zu 9,0 ccm der Fermentlésung zugesetzt wurden: 

















Angewandt ecm n/10-Jodlésung Differenz 
mg Glucose berechnet | gefunden 
39,3 4,37 | 4,00 ~ 0,37 
82,1 3,57 | 8,57 + 0,00 
46,4 5,16 | 4,44 = 0,52 
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rte : Phenol-a-d-Glucosid; [a], = + 186°; Konzentration: 0,1200 g 
zu in 9,0 ccm Bestimmungsgemisch. py 5,0 (m/10-Acetatpuffer). 
er- —_ 
elz- ecm n/10-Jod, 
: Verbrauch fiir je 9 ccm takai 

Zeit J °/, Spaltung Wertigkeit 
= 9 t (d) . (ber. f. Minuten) 
yp” Substrat in a 

Fermentlésung ees. 
"4. 1,75 21,98 19,40 6,8 8-10-8 
7" 4,75 25,52 19,85 15 7-10-8 
’ 8.75 30,60 21,48 24 6-10—8 
er 
om Dasselbe bei px 6,0 (m/10-Phosphatpuffer). 
a" 1,75 22,55 20,25 6,1 7 +1078 
alk 8.75 30,20 20,85 25 6,5+10—8 
Dasselbe bei py 7,0 (m/10-Phosphatpuffer). 

ie 1,75 21,55 19,50 5,5 6 +107 
‘i 8,75 27,05 18,95 21,5 5,5°10—8 
le 
Auf Dasselbe bei px 5,0 (vgl. oben), aber mit Ferment vom #-Glucosidasewert 


8,25, gereinigt iiber die Silberfillung’), 0,45 g Ferment in 45 ccm Puffer, 























ce d.i. = 0,5 in 50 cem. 

Ce BR 920 5,45 4,90 1,5 1,5+1078 

er- 9,0 7,85 4,70 8,4* 1,9-1075 

od- * Ein gleicher Versuch, polarimetrisch gemessen, ergab 12°/, Spaltung. 

= Phenol-a-1-Rhamnosid; [a], = — 106°, Schmelzp. 75—77°; 

nit Konzentration: 0,1125 g in 9,0 eem Bestimmungsgemisch. py 5,0. 

rds 1,0 18,90 18,55 0,7 6-1077 

en 5,0 20,90 20,25 1,06 4-107 

in 11,0 23,25 21,80 3,33 5-107? 

at. Der Verbrauch an Jodlésung fiir 3 entsprechende Substratlésungen in Puffer 

0 betriigt 0,10, 0,25, 0,20 ccm. 
Phenol-@-1-Rhamnosid; [a], = +87,5°, Schmelzp. 159—161°, sonst ebenso. 

at 1,79 20,25 19,50 — (bei einer Fehlergrenze 
10,0 20,75 20,85 — von 0,6 cem n/10-J 

| héchstens 3-10~") 

ent Phenol-#-d-arabinosid; [a], =— 244°, Schmelzp. 177—179°; 

ne Konzentration: 0,1059 g in 9,0 cem Bestimmungsgemisch. py, 5,0. 
1,791 19,75 19,50 — (Hoéchstens 

— & 10,00 21,85 21,90 — 3-10—7) 


Phenol-«-d-arabinosid; [a], =—5,5°; Schmelzp. 152—154°; 0,0375 g in 
2,0 eem Acetatpuffer (5,0) + 1,0 cem Fermentlésung; 0,9 g Ferment in 15,0 ecm 
= Wasser (jede Probe also nur 3,0 ccm). 


1,40 | 1,80 il (Héchstens 
1,33 1,30 al 1 1 -1078) 
146 | 1,50 - , 














